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Priprava avksotrofnih mutant kvasovke Aureobasidium 
pullulans s tehnologijo CRISPR-Cas9 
Povzetek:  
Aureobasidium pullulans je filamentozna gliva s kvasno obliko. Zaradi sposobnosti 
preţivetja v ekstremnih pogojih je zanimiva za proučevanje in uporabo v industriji. Cilj 
magistrskega dela je bil pripraviti triptofanski avksotrofni sev Aureobasidium pullulans 
s sistemom CRISPR-Cas9, razvitim za uporabo v Aspergillus nidulans in nekaterih 
drugih filamentoznih glivah. Prekiniti smo ţeleli gen ApTRP1 z zapisom za encim 
fosforibozilantranil izomerazo, ki je tretji encim v sintezni poti triptofana. S prekinitvijo 
sinteze te esencialne aminokisline smo onemogočili rast in preţivetje celice v odsotnosti 
triptofana. S sistemom CRISPR-Cas9 smo inducirali dvojni prelom DNA v predelu 
promotorja pred genom ApTRP1. V postopku popravljanja, usmerjenega s homologno 
rekombinacijo, je celica v genom vnesla zaporedje z zapisom za odpornost proti 
bleomicinu. Izbitje gena ApTRP1 oz. vgradnjo bleomicinske kasete smo zasledovali s 
protiselekcijo s 5-fluoroantranilno kislino, reakcijo PCR in rastjo na ploščah s oz. brez 
triptofana. Prekinjen gen ApTRP1 smo potrdili le z rastjo mutant na selekcijskem 
gojišču s 5-fluoroantranilno kislino. S primerjavo rasti na gojišču s triptofanom in brez 
njega ter reakcijo PCR izbitja ApTRP1 nismo uspeli potrditi.  
 
Ključne besede: 
 Aureobasidium pullulans, CRISPR-Cas9, triptofanski avksotrof 
 
 
Preparation of auxotrophic mutants of yeast-like fungus 
Aureobasidium pullulans with CRISPR-Cas9 technology 
Abstract:  
Aureobasidium pullulans is a yeast-like fungus. It thrives under extreme conditions and 
produces biotechnologically interesting products. The aim of the master's thesis was to 
prepare a tryptophan auxotrophic strain of Aureobasidium pullulans with the CRISPR-
Cas9 system developed for genetic engineering of filamentous fungi. Our assignment 
was to knock-out the ApTRP1 gene. Its product is the third enzyme in the synthetic 
pathway of tryptophan. By interrupting the synthesis of this essential amino acid, the 
growth of the cell is inhibited in the absence of tryptophan. The CRISPR-Cas9 system 
induced a double-strand DNA break in the promoter region of the ApTRP1 gene. A 
double-strand break was repaired by homology-directed repair where a bleomycin 
cassette was integrated into A. pullulans genome. We used three different approaches to 
determine the knock-out of ApTRP1 gene: counterselection with 5-fluoroanranilic acid, 
PCR and the growth on plates with or without tryptophan. The gene knock-out was 
confirmed only with the growth on the plates with 5-fluoroanranilic acid. We did not 
confirm the mutants with the other two approaches. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
5-FAA 5-fluoro-2-aminobenzojska kislina, 5-fluoroantranilna kislina 
ApTRP1 gen TRP1 iz organizma A. pullulans 
bleo bleomicin 
bp bazni par 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
(ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
crRNA CRISPR RNA 
CSM mešanica vitaminov in aminokislin za gojišča za kvasovke (ang. 
complete supplement mixture) 
dH2O destilirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksiribonukleotidi 
DTT ditiotreitol 
HDR s homologno rekombinacijo usmerjeno popravljanje (ang. 
homology-directed repair) 
HDV ribocim virusa hepatitis delta 
HH ribocim v obliki kladiva 
kHH komplementarno zaporedje ribocima v obliki kladiva 
LB lizogeno gojišče (ang. lysogeny broth) 
m/v masno-volumski deleţ 
Milli-Q H2O deionizirana voda 
NHEJ nehomologno zdruţevanje koncev (ang. non-homologous end 
joining) 
OD600 optična gostota pri valovni dolţini 600 nm 
PAM  motiv ob protovmesniku (ang. protospacer adjacent motif) 
PCR veriţna reakcija s polimerazo 
pre-crRNA prekurzorska CRISPR RNA 
protein Cas s CRISPR povezan protein (ang. CRISPR associated protein) 
RNA ribonukleinska kislina 
ScTRP1 gen TRP1 iz organizma Saccharomyces cerevisiae 
SGD baza podatkov o genomih kvasovk Saccharomyces (ang. 
Saccharomyces Genome Database) 
sgRNA enojna usmerjevalna RNA (ang. single guide RNA) 
SOB izjemno ugodno gojišče (ang. super optimal broth) 
SOC izjemno ugodno gojišče s katabolno represijo (ang. super optimal 
broth with catabolite repression) 
spp. vrste (ang. species) 
 
 
 
TAE tris-acetat-EDTA  
Tm temperatura tališča 
Tris 2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol 
tRNA prenašalna RNA 
TRP1 fosforibozilantranilat izomeraza 
USER reagent za izrezovanje, specifičen za uracil (ang. the uracil 
specific excision reagent) 
UV  ultravijolično 
vrt. vrtljaji 
YNB definirano osnovno dušikovo gojišče za kvasovke  
YPD kvasni ekstrakt-pepton-glukozno gojišče 
zeo zeocin 
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1 Uvod 
 
1.1 Aureobasidium pullulans 
Aureobasidium pullulans je filamentozna gliva s kvasno obliko. Zaradi sposobnosti 
tvorbe pigmenta melanina ga imenujemo tudi črna kvasovka. Glede na način 
prehranjevanja ga uvrščamo med evkariontske heterotrofe. Kot saprofit si je sposoben 
zagotoviti energijo za preţivetje z razgradnjo mrtvega organskega materiala. Spada v 
skupino oligotrofov, saj preţivi v okolju z majhno količino hranilnih snovi. Zanj je 
značilen tudi dimorfizem – raste lahko kot kvasna celica ali pa tvori s hifami prepleten 
micelij (slika 1). Prehod med oblikama je odvisen od okoljskih dejavnikov [1, 2]. 
Razmnoţuje se nespolno, spolna oblika glive ni znana [3, 4, 5]. 
 
 
Slika 1: Kolonije Aureobasidium pullulans. 
 
Raste v različnih okoljih in je razširjen po vsem planetu. Najpogosteje ga najdemo na 
listih in cvetovih rastlin ter plodovih sadnih dreves kot epifite, redkeje tudi kot endofite 
[6]. Razširjen je tako v polarnih, kot tudi v tropskih predelih. Najdemo ga v ledeniških 
vodah, ledu, prsti, v vodah solin in v onesnaţenih vodah. Zasledili so ga v morskih 
sedimentih, zamrznjeni in posušeni hrani ter ustekleničeni vodi. Pojavljajo se tudi v 
zaprtih prostorih, kot so kopalniške površine, hišni prah, pomivalni stroji, na sintetičnih 
površinah in navsezadnje tudi na človeški koţi [5]. Pojavnost organizma so zasledili v 
gorivu za letala in v bliţini poškodovanega jedrskega reaktorja v Černobilu [7, 8].  
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Aureobasidium pullulans uvrščamo v deblo Ascomycota (zaprtotrosnice), razred 
Dothideomycetes, red Dothideales in druţino Dothideaceae. Nekoč so v to vrsto sodili 
številni sevi, ki so jih označili kot varietete. Z analizo genomov teh sevov so ugotovili, 
da gre za ločene vrste in sicer A. pullulans, A. melanogenum, A. namibiae in A. 
subglaciale [5]. Med seboj se razlikujejo po temperaturnem optimumu rasti, sintezi 
melanina in odpornosti na natrijev klorid. Aureobasidium pullulans raste v okoljih z 
nekoliko povišano osmolarnostjo in tolerira najvišjo koncentracijo natrijevega klorida, 
vse do 17 % (m/v). Kultura je na trdnih gojiščih roza barve, ki lahko razvije temno rjava 
območja zaradi lokalno povečane koncentracije melaniziranih hif [9]. 
1.1.1 Lastnosti organizma Aureobasidium pullulans 
Za Aureobasidium pullulans je značilna fenotipska plastičnost oz. pleomorfnost. Gre za 
sposobnost organizma, da glede na okoljske signale prilagodi morfološko in fiziološko 
stanje ali obnašanje [1]. Prilagoditev predstavlja prednost pri preţivetju, razpršenosti in 
reprodukciji. Med najbolj proučene fenotipske spremembe pri glivah je pretvorba iz 
kvasne oblike celic v micelij (slika 2). Na prehod iz prve v drugo fazo vplivajo viri 
dušika in ogljika. Pomembni so še temperatura, atmosfera, pH, količina vcepka, 
epigenetika in druge spojine, kot so alkoholi ter minerali. Morfologija kolonij se 
spreminja tudi s časom. V A. pullulans so dokazali obstoj cirkadianega sistema. Z 
izpostavljenostjo svetlobi so se na kolonijah pojavili koncentrični krogi. Obstoj 
cirkadianega sistema so dokazali tudi na ravni izraţanja genov, ki jih sproţijo svetlobni 
cikli [10].  
 
 
 
Slika 2: A) Kvasna oblika rasti. B) Aureobasidium pullulans tvori zračni micelij, prekrit s 
klamidosporami, sporami za preţivetje neugodnih pogojev. 
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Aureobasidium pullulans je poliekstremotolerantna gliva, saj je odporna na različne 
ekstremne okoljske pogoje. Organizem je sposoben rasti v slanih, bazičnih, kislih, 
hladnih in oligotrofnih okoljih. Stres iz okolice kompenzira s spremembo morfologije iz 
kvasne oblike v obliko melaniziranega micelija. Adaptacija na stresne pogoje je 
povezana tudi z rigidno znotrajcelično koncentracijo ionov, sintezo mikosporinov, ter 
sestavo lipidnih membran [5]. 
 
Aureobasidium pullulans lahko sluţi kot modelni organizem za proučevanje fenotipske 
plastičnosti in halotolerantnosti. Primeren je zaradi ohranjevanja genotipa v različnih 
okoljih in fenotipske reverzibilnosti iste kolonije [1, 10, 11].  
1.1.2 Uporaba Aureobasidium pullulans v industriji  
Za biotehnološke aplikacije so zelo zanimivi sevi, ki rastejo v ekstremnih okoljih, na 
kmetijskih odpadkih ter sintetizirajo encime s poliekstremotolerantnimi lastnostmi. 
Slednje lahko uporabimo v oteţenih pogojih v industrijskih procesih [6, 12]. 
Aureobasidium pullulans lahko razgrajuje surove organske odpadke in sintetizira vrsto 
različnih učinkovin, uporabnih v industriji. 
Aureobasidium pullulans sintetizira vrsto encimov, zanimivih za industrijske procese. V 
medicini, papirni, ţivilskopredelovalni in tekstilni industriji se uporabljajo amilaze, ki 
jih sintetizira A. pullulans. Amilaze cepijo α-1,4 in α-1,6 glikozidne vezi [12, 13]. 
Proizvaja tudi celulolitične encime, ekso- in endoglukanaze. Med najbolj raziskane 
spada β-glukozidaza. Encim je edinstven zaradi stabilnosti in aktivnosti pri visokih 
temperaturah in nizkem pH [14]. Organizem A. pullulans sintetizira tudi ekstracelularne 
lipaze, proteaze, ksilanaze, β-mananaze, β-manozidaze, lakaze [6, 12, 15, 16] … 
Deluje lahko tudi protimikrobno. V stacionarni fazi rasti sintetizira inhibitorje 
grampozitivnih in gramnegativnih bakterij ter gliv. Med protibakterijske spojine spada 
eksofilin A, med protiglivne učinkovine pa aureobazidin A [12]. Uporabljamo ga tudi 
za biološki nadzor nad škodljivci. Mehanizmi omejevanja velikosti populacije 
škodljivcev so različni, od tekmovanja za hranilne snovi, oviranje rasti s sintezo 
eksopolisaharidov oz. biofilma, do sinteze in izločanja organskih snovi ter hidrolitičnih 
encimov [17]. 
Pululan je v vodi topen, linearen poli-α-1,6-maltotriozni polimer, ki ga sintetizira A. 
pullulans (slika 3). Je ekonomsko pomemben produkt z aplikacijami v kmetijstvu, 
farmacevtski, ţivilskopredelovalni in kemični industriji. Uporabljajo ga tudi v 
kozmetični industriji. Pululan uporabljamo za proizvodnjo neprepustnih filmov in 
vlaken, v sredstvih za zgoščevanje ter adhezivih [12, 18]. Fosforiliran in sulfatiran 
pululan ima antikoagulacijske, antitrombotične in antivirusne učinke. Fiziološka 
funkcija, sintezna pot in izločanje iz celice niso povsem znane [7, 12].  
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Slika 3: Struktura pululana (povzeto po [12]). 
 
Poleg pululana A. pullulans proizvaja tudi eksopolisaharid aubazidan. Ta polisaharid bi 
lahko stimuliral proliferacijo dermalnih fibroblastov in kolagena pri zdravljenju ran 
[19]. A. pullulans proizvaja tudi siderofor s protibakterijskim delovanjem. Siderofori so 
uporabni v kmetijstvu, medicini, remediaciji, saj veţejo kovine iz onesnaţenih in 
radioaktivnih okolij [20].  
Poli-(β-L-jabolčna kislina) je naravni biopoliester, ki ga proizvaja A. pullulans. 
Uporabljamo ga lahko kot dostavni sistem za zdravila, biorazgradljivo plastiko in druge 
biomateriale [12, 21]. Sevi A. pullulans, izolirani iz mangrov na Kitajskem, sintetizirajo 
tudi liamocine [22]. Liamocini so olja, sestavljena iz O-acetiliranega manitolnega jedra 
in 3–4 3,5-dihidroksidekanojskih estrskih skupin. Delujejo protimikrobno na bakterije iz 
rodu Streptococcus, uporabljajo pa jih tudi kot biosurfaktante [23]. 
 
1.2 Metode za urejanje genoma 
Urejanje genoma je tip genetskega inţenirstva kjer vstavimo, izbrišemo, zamenjamo oz. 
nadomestimo točno določeno zaporedje v genomu [24]. Razvitih je bilo več metod za 
urejanje genoma. Med najpogostejše spadajo meganukleaze, nukleaze s cinkovimi prsti, 
efektorske nukleaze podobne transkripcijskim aktivatorjem (TALEN) in sistem 
CRISPR-Cas. Prve tri metode temeljijo na prepoznavanju zaporedja z DNA-vezavnimi 
proteini, medtem ko CRISPR-Cas temelji na prepoznavanju zaporedja z molekulo 
RNA. Vse metode omogočijo prekinitev obeh verig DNA. Organizem s popravljanimi 
mehanizmi, z nehomolognim zdruţevanjem koncev ali s homologno rekombinacijo, 
popravi prekinitev DNA [25–27]. 
1.2.1 Meganukleaze 
Meganukleaze so endonukleaze, ki jih najdemo v številnih bakterijah, arhejah, 
kvasovkah, algah in organelih rastlin. Zapisi za meganukleaze se nahajajo znotraj 
intronov in inteinov. Delujejo pri horizontalnem prenosu lastnega zapisa. Sestavljene so 
iz katalitične domene in DNA-vezavne domene, ki prepozna 20–30 bp dolgo zaporedje. 
Uporabljajo jih redkeje kot ostale metode za urejanje genoma, saj DNA-vezavna 
domena ni sestavljena modularno, poleg tega pa dopušča degeneracijo prepoznavnega 
zaporedja. Slednje vodi do cepitve netarčnih zaporedij [28]. 
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1.2.2 Nukleaze s cinkovimi prsti 
Nukleaze s cinkovimi prsti so sestavljene iz DNA-vezavne domene in nukleazne 
domene restrikcijskega encima FokI. DNA-vezavna domena omogoči vezavo nukleaze 
na specifično mesto v genomu. Alfa vijačnica proteina se veţe v veliki ţleb dvoveriţne 
DNA. Vezavna domena vsebuje mreţo tandemskih ponovitev Cys2-His2 prstov z 
vezanim atomom cinka. Vsak prst prepozna zaporedje 3 baz. Nukleaze imajo od 3 do 6 
cinkovih prstov. DNA-vezavno in katalitično domeno zdruţuje povezovalec. Do cepitve 
DNA pride le v primeru, ko katalitična domena Fokl dimerizira. To doseţemo z 
načrtovanjem dveh setov cinkov prstov, ki se veţeta na sosednji zaporedji v nasprotni 
orientaciji. Priporočena razdalja med sosednjima vezavnima zaporedjema je 5–7 bp [25, 
29]. Specifičnost nukleaze s cinkovimi prsti lahko povečamo s podaljšanjem 
prepoznavnega mesta in heterodimerizacijo katalitičnih domen. Slabosti urejanja 
genoma s cinkovimi prsti je zahtevna priprava DNA-vezavne domene in omejen nabor 
tarčnih zaporedij [30].  
1.2.3 Efektorske nukleaze podobne transkripcijskim aktivatorjem  
TALEN (TALEN, ang. transcription activator-like effector nucleases) so podobne 
nukleazam s cinkovimi prsti, saj poleg DNA-vezavne domene vsebujejo še nespecifično 
nukleazno domeno FokI. DNA-vezavna domena je sestavljena iz ohranjenih ponovitev 
efektorjev, ki so podobni transkripcijskim aktivatorjem (TALE). Efektorji so proteini, ki 
jih izločajo bakterije rodu Xanthomonas. Ti aktivirajo transkripcijo genov gostiteljske 
rastline. DNA-vezavna domena (TALE) je sestavljena iz 10–30 tandemskih ponovitev 
dolgih 33–35 aminokislin. Vsaka ponovitev prepozna en bazni par. Aminokislinsko 
zaporedje ponovitev se v večji meri ne spreminja, z izjemo dveh sosednih 
aminokislinskih ostankov. Katalitična domena FokI po dimerizaciji cepi molekulo 
DNA. Priprava TALEN je enostavnejša od priprave nukleaze s cinkovimi prsti. Slabost 
uporabe TALEN je njena velikost. Zapis je velik 3 kb, kar lahko oteţi vnos TALEN-
ekspresijskega vektorja v celico [26, 30]. 
1.2.4 Sistem CRISPR-Cas 
Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (ang. clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats) oz. CRISPR skupaj s proteini Cas 
(ang. CRISPR associated protein) predstavljajo pridobljeni imunski sistem bakterij in 
arhej. Pri vdoru tuje DNA celica s proteini Cas iz nje izreţe krajše fragmente in jih 
vključi v svoj genom, v CRISPR-lokus. Vgradijo se kot vmesniki, ločeni z delno 
palindromnimi ponovitvami. Sistem CRISPR-Cas delimo na dva razreda, šest tipov in 
devetnajst podtipov. Razreda se med seboj razlikujeta v sestavi efektorja. V razred 1 
spadajo efektorji, sestavljeni iz več proteinov z različnimi funkcijami, v razred 2 pa 
protein z več domenami. Razred 1 delimo na tip I, III in IV, razred 2 pa na tip II, V ter 
VI. V skupino tipa V uvrščamo nukleaze, ki imajo samo nukleazno domeno RuvC, brez 
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domene HNH. Ta tip delimo še na tri podtipe: A, B in C. V podtip A uvrščamo 
efektorsko nukleazo Cpf1, ki za delovanje ne potrebuje transaktivirajoče CRISPR RNA 
(tracrRNA), je manjša od proteina Cas9 in uspešno cepi zaporedja bogata z A in T. Tip 
VI razreda 2 je bil odkrit šele pred kratkim. Najzanimivejša lastnost je, da efektorski 
protein Cas13 preferenčno cepi enoveriţno RNA. Cas13 za svoje delovanje potrebuje 
zgolj dolgo molekulo CRISPR RNA (crRNA) in ne kompleksa crRNA-tracrRNA [31]. 
Sistem CRISPR-Cas tipa II je najenostavnejši in zato najpogosteje uporabljen, saj za 
delovanje potrebuje zgolj protein Cas9 in dve komponenti RNA. RNA-polimeraza 
prepiše lokus CRISPR in tako sintetizira dolgo prekurzorsko molekulo CRISPR RNA 
(pre-crRNA). Prepiše se tudi regija s transaktivirajočo RNA, ki je deloma 
komplementarna ponovitvam znotraj lokusa CRISPR in se lahko veţe na pre-crRNA. 
Nastalo dvoveriţno RNA cepi RNaza III in oblikuje komplekse crRNA-tracrRNA. 
Poglavitna vloga crRNA je prepoznavanje 20 bp dolgega tarčnega zaporedja v DNA, 
tracrRNA pa aktivacija kompleksa Cas9-crRNA-tracrRNA. Za urejanje genomov je 
namesto dveh molekul RNA preprosteje uporabiti eno molekulo RNA s funkcijo obeh, 
tej pravimo enojna usmerjevalna RNA (ang. single guide RNA, sgRNA). Ti kompleksi 
crRNA-tracrRNA se vključijo v endonukleaze Cas9 in tvorijo ribonukleoproteinske 
komplekse (slika 4). Z vključitvijo se endonukleaza Cas9 aktivira in cepi zaporedja 
DNA, komplementarna crRNA. Del molekule crRNA, ki je komplementaren 20 bp 
dolgemu tarčnemu zaporedju DNA, imenujemo tudi protovmesnik (ang. protospacer). 
Za uspešno cepitev tarčne DNA mora endonukleaza Cas9 prepoznati še motiv ob 
protovmesniku (ang. protospacer adjacent motif, PAM), ki je sestavljen iz treh 
nukleotidov. Če je tarčna DNA komplementarna protovmesniku, pride do cepitve oz. 
preloma DNA 3 bp navzgor od zaporedja PAM [27].  
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Slika 4: Po vdoru tuje DNA proteini Cas izreţejo krajše fragmente in jih vgradijo v genom celice, lokus 
CRISPR. RNA-polimeraza prepiše lokus CRISPR in tako sintetizira dolgo prekurzorsko crRNA (pre-
crRNA). Prepiše se tudi regija s transaktivirajočo CRISPR RNA (tracrRNA), ki se veţe na pre-crRNA. 
Nastalo dvoveriţno RNA cepi RNaza III in oblikuje komplekse sgRNA. Ti se vključijo v endonuklezo 
Cas9 in jo aktivirajo. Aktiven ribonukleoproteinski kompleks cepi zaporedja DNA komplementarna 
crRNA [povzeto po [27]]. 
 
Protein Cas9 je endonukleaza, sestavljena iz dveh domen: HNH in RuvC. Domena 
HNH cepi verigo DNA komplementarno crRNA, domena RuvC pa verigo DNA 
nekomplementarno crRNA. Proteini Cas9 iz različnih organizmov prepoznajo različna 
zaporedja PAM. Cas9 iz organizma Streptococcus pyogenes prepozna zaporedje 5`-
NGG-3`. Slednji je najpogosteje uporabljen protein Cas9 [27].  
Dvojni prelom DNA, induciran z endonukleazo Cas9, celica popravi z nehomolognim 
povezovanjem koncev (NHEJ) ali s postopkom popravljanja, usmerjeno s homologno 
rekombinacijo (HDR) (slika 5). Pri popravljalnem procesu nehomolognega povezovanja 
koncev je prekinitev DNA popravljena nepopolno, z vključitvijo ali izbrisom enega ali 
več nukleotidov. Pri popravljanju, usmerjeno s homologno rekombinacijo, celica 
potrebuje homologno DNA oz. matrico za popravilo dvojne prekinitve vijačnice DNA. 
V tem primeru, poleg endonukleaze Cas9 in molekul RNA, v celico vnesemo še 
zaporedje s homolognima regijama [27]. 
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Slika 5: Interakcija protovmesnika (zelen) s komplementarnim tarčnim zaporedjem DNA. Aktivirana 
endonukleaza Cas9 cepi 3 bp navzgor od zaporedja PAM (rdeč). Dvojni prelom DNA celica popravi z 
NHEJ ali s HDR. Pri HDR potrebujemo še matrično DNA s homolognimi zaporedji [povzeto po [27]]. 
 
Pri načrtovanju sgRNA je pomembno, da ima tarčno zaporedje na 3`-koncu zaporedje 
PAM in specifičnost 20 bp dolgega protovmesnika. Če je sgRNA nespecifična, 
endonukleaza Cas9 prepozna in cepi na več mestih v genomu. Različne sgRNA imajo 
različno učinkovitost, razlogi za to pa so neznani. Konstrukte za sgRNA in Cas9 lahko v 
celico vnesemo kot DNA, RNA ali ribonukleoproteinski kompleks. Zapisa za Cas9 in 
sgRNA lahko vključimo v plazmid, ki ga vnesemo v celico. Kodon Cas9 prilagodimo za 
izraţanje v izbranem organizmu, izraţanje konstruktov pa mora biti pod kontrolo 
ustreznega promotorja. Konstrukta lahko v celico vnesemo tudi v obliki RNA. 
Sintetiziramo jih in vitro, RNA-zapis za Cas9 posttranskripcijsko spremenimo z 
dodatkom 5`-kape in 3`-poliadenilacijskega repa. Cas9 pa lahko tudi  izrazimo in 
izoliramo, mu dodamo sgRNA in nato vnesemo v celico kot ribonukleoproteinski 
kompleks. Vnos z ribonukleoproteinski kompleksom je optimalen, saj se tako izognemo 
optimizaciji kodona in izbiri pravega promotorja za izraţanje v izbranem organizmu. 
Prav tako kompleks deluje nemudoma po vstopu v celico in se nato tudi kmalu razgradi. 
Zaradi hitre razgradnje obstaja tudi manjša verjetnost netarčnega delovanja oz. uvajanja 
dodatnih neţelenih sprememb v genomu [27, 32]. 
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1.3 Urejanje genoma gliv s sistemom CRISPR-Cas9 
S sistemom CRISPR-Cas so raziskovalci uspešno urejali genome različnih kvasovk in 
filamentoznih gliv, kot so Aspergillus niger, A. oryzae, Neurospora crassa, 
Trichoderma reseii, Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii, Candida albicans, 
Penicillium chrysogenum in druge [33].  
Pri razvoju sistema, ki ga bomo uporabljali v filamentoznih glivah, moramo ustrezno 
prilagoditi komponente CRISPR-Cas. Pri večini raziskav so raziskovalci optimizirali 
rabo kodona proteina Cas9 in jedrnega lokalizacijskega signala [34]. Protein Cas9 so 
izraţali pod kontrolo konstitutivnega ali inducibilnega promotorja [33]. V primeru 
uporabe konstitutivnega promotorja so največkrat uporabili močna promotorja gena tef1 
ali gena gpdA [35, 36]. Ker konstitutivno izraţanje encima Cas9 predstavlja stres za 
celico, hkrati pa dolgotrajna prisotnost nukleaze v celici vodi do netarčne cepitve DNA, 
so bili razviti tudi inducibilni promotorji [37]. Med njimi se uporabljajo ksilozni [38], 
škrobni [39], tet
ON 
[40], temperaturno občutljiv promotor [37]… Izbira ustreznega 
promotorja je ključna tudi za prepisovanje sgRNA. Raziskovalci so razvili dva načina 
generiranja funkcionalne sgRNA in vivo. Prvi način predstavlja prepisovanje zapisa za 
sgRNA, ki je pod kontrolo promotorja RNA-polimeraze III (npr. promotor SNR52, U6). 
Drugi način pa predstavlja prepisovanje zapisa za sgRNA z dodanima zapisoma za 
ribocima na koncu 5` in 3`. Na koncu 5` so dodali zapis za ribocim v obliki kladiva, na 
konec 3` pa zapis za ribocim virusa hepatitis delta [33, 41]. V primeru, ko je sgRNA del 
molekule z ribocimoma, lahko uporabimo promotorje RNA-polimeraze II (promotor 
gena gpdA). Urejanje genoma so uspešno izvedli tudi z in vitro sintezo proteina Cas9 in 
sgRNA ter njunem vnosu v celico kot ribonukleoproteinski kompleks [34, 38, 42, 43]. 
Mutante določimo z antibiotičnimi (odpornost proti bleomicinu, geneticinu, 
higromicinu) in avksotrofnimi označevalci (5-FAA), z vizualnimi reporterji (npr. zeleni 
fluorescirajoči protein) ter prehranskimi označevalci (rast na acetamidu kot viru dušika 
in ogljika) [37]. 
1.3.1 Sistem CRISPR-Cas9 prilagojen delu s filamentoznimi glivami 
Nødvig in sodelavci so razvili sistem CRISPR-Cas9 za direktno mutagenezo 
filamentoznih gliv [41]. Pripravili so plazmide CRISPR-Cas9. Obe komponenti 
plazmida sta bili spremenjeni za boljše delovanje v glivah. Gen cas9 iz S. pyogenes so 
optimizirali za uporabo v industrijskem sevu glive Aspergillus niger. Poleg optimizacije 
rabe kodona so na 3`-konec gena cas9 dodali jedrni lokalizacijski signal (NLS) iz virusa 
SV40. Izraţanje gena je bilo pod kontrolo močnega konstitutivnega promotorja in 
terminatorja gena tef1. Zaporedje sgRNA je del večjega prepisa, ki ga sintetizira RNA-
polimeraza II. Izraţanje je bilo pod kontrolo močnega konstitutivnega promotorja gena 
gpdA (PgpdA) in terminatorja gena trpC (TtrpC) iz glive Aspergillus nidulans. Prepis je 
sestavljen iz ribocima v obliki kladiva (HH) na 5`-koncu, sgRNA in ribocima virusa 
hepatitis delta (HDV) na 3`-koncu (slika 6). Vloga ribocimov je, da sprostita sgRNA iz 
10 
 
prepisa. Ta ima v zaporedju dve neodvisni variabilni regiji. Ena od regij je 20 bp dolg 
protovmesnik, druga pa 6 bp dolgo zaporedje na 5`-koncu HH, imenovano 
komplementarni HH (kHH). Slednje zaporedje je enako 5`-koncu zaporedja 
protovmesnika, saj dokončuje cepitveno mesto ribocima v obliki kladiva ter omogoča 
sprostitev sgRNA iz prepisa [41].  
 
 
 
Slika 6: Shema strukture prepisa, sestavljenega iz ribocima v obliki kladiva (rdeče), sgRNA (temno 
zeleno) in ribocima virusa hepatitis delta (oranţno). S svetlo zeleno barvo je prikazan protovmesnik. Z 
modro je označen komplementarni HH, 6 bp dolgo zaporedje, ki je komplementarno 5`-koncu 
protovmesnika in dokončuje cepitveno mesto ribocima v obliki kladiva. Puščici prikazujeta mesti cepitve 
ribocimov [prirejeno po [41]]. 
 
Plazmid CRISPR-Cas9 oz. pFC332 poleg gena cas9 vsebuje mesto začetka 
podvojevanja v bakteriji (ang. origin of replication, ori), zapis odpornosti proti 
ampicilinu in higromicinu B ter kaseto USER PacI/Nt.BbvCI za vgradnjo ter sestavo 
odseka s sgRNA. Zapise za ribocima, sgRNA, promotor gena gpdA in terminator gena 
trpC so v kaseto USER vstavili z dvema pomnoţkoma, regijama A in B. Regiji sta bili 
pomnoţeni s plazmida pFC334 (slika 7). Regija A poleg 5`-zaporedja z uracilom in dela 
promotorja gena gpdA vključuje še 39 bp dolgo zaporedje. Sestavljeno je iz 6 bp 
dolgega zaporedja komplementarnega HH, prvega dela zapisa za ribocim v obliki 
kladiva, uracila in zaporedja x. Regija B je sestavljena iz zaporedja x, drugega dela 
zapisa za ribocim HH, 20 bp dolgega protovmesnika, zapisa za ogrodja sgRNA in 
ribocim HDV, terminatorja gena trpC ter 3`-zaporedja z uracilom. Preko zaporedja x, v 
postopku kloniranja USER, poteče sestavljanje obeh pomnoţkov PCR, zaporedji 5` in 
3` pa sta ključni za sestavljanje produktov s plazmidom [41]. 
Plazmid CRISPR-Cas9 oz. pFC332 vsebuje kaseto USER PacI/Nt.BbvCI z 
restrikcijskimi mesti, ki jih prepoznata endonukleazi PacI in Nt.BbvCI (slika 7). Po 
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cepitvi z obema encimoma nastanejo na plazmidu lepljivi konci, ki so homologni 5`- in 
3`-zaporedju na pomnoţkih A in B [41].   
Plazmid CRISPR-Cas9 s specifično sgRNA so pripravili v enem koraku z uporabo 
kloniranja USER v E. coli. Kloniranje USER je metoda, ki omogoča sočasno 
sestavljanje in kloniranje produktov PCR ter plazmida. Najprej ustrezno pripravimo 
pomnoţke, ki jih ţelimo vnesti v plazmid. V prvem koraku načrtamo začetne 
oligonukleotide, ki tarčni DNA na 5`- in 3`-koncu dodajo 7–15 bp dolgo zaporedje. 
Pomnoţki, ki jih ţelimo sestaviti skupaj, imajo ta zaporedja homologna in na 3`-koncu 
deoksiuracilni ostanek. Dobljene produkte PCR obdelamo z encimi USER, natančneje z 
uracil DNA-glikozilazo in DNA-glikozilazo liazo endonukleazo VIII, ki povzročita 
nastanek vrzeli na mestu deoksiuracila. Sledi disociacija zaporedja in nastanek lepljivih 
koncev. Prav tako kot pomnoţke, tudi plazmid ustrezno spremenimo. V plazmid 
moramo vstaviti kaseto USER PacI/Nt.BbvCI. Sestavljena je iz homolognih zaporedij s 
cepitvenimi mesti za restrikcijski endonukleazi PacI in Nt.BbvCI. Po restrikciji z 
encimoma nastanejo konci, ki so komplementarni štrlečim koncem produktov PCR. 
Lineariziran plazmid inkubiramo skupaj s produkti PCR in encimi USER. Pri tem 
nastanejo stabilni hibridizacijski produkti, s katerimi transformiramo E. coli [41, 44]. 
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Slika 7: Shema sestavljanja plazmida CRISPR-Cas9. A) Plazmid pFC332 reţemo z restrikcijskima 
endonukleazama PacI in Nt.BbvCI. Pri tem dobimo lepljive konce (5`-konec je rjave barve, 3`-konec je 
črne barve), ki so komplementarni štrlečim koncem produktov PCR, natančneje 5`-koncu regije A  (rjavo) 
in 3`-koncu regije B (črno). Plazmid vsebuje mesto začetka pomnoţevanja v bakteriji (ori, roza), zapis 
odpornosti proti ampicilinu (ampR, oranţno) in higromicinu (hygR, sivo), zaporedje AMA1 (rdeče) in 
kaseto USER s prepoznavnimi mesti za restrikcijski endonukleazi (označeno s puščicami). Z vijolično 
barvo je označeno zaporedje, ki se odcepi po delovanju PacI in Nt.BbvCI. B) Z veriţno reakcijo s 
polimerazo smo s plazmida pFC334 pomnoţili regiji A in B. Obe vsebujeta homologna zaporedja z 
deoksiuracilnim ostankom (rjavo, modro in črno obarvano ter podčrtano zaporedje). Regijo A sestavljajo 
še promotor gena gpdA  (rumeno), del zapisa za ribocim v obliki kladiva (rdeče) in komplementarni HH 
(svetlo modro). Regija B je sestavljen iz drugega dela zapisa za ribocim v obliki kladiva (rdeče), 
protovmesnika (svetlo zeleno), zapisa za ogrodje sgRNA (temno zeleno), zapisa za ribocim virusa 
hepatitis delta (oranţno) in terminatorja gena trpC (rumeno). Preko modro obarvanega in podčrtanega 
zaporedja (zaporedje x) se regiji A in B sestavita. C) Končni plazmid CRISPR-Cas9 po uporabi 
kloniranja USER. Sestavljen je iz osnovnega plazmida pFC332 in regij A ter B [prirejeno po [41]]. 
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1.4 Urejanje genoma Aureobasidium pullulans 
Raziskave o urejanju genoma A. pullulans so bile objavljene šele pred kratkim. Guo J. 
in sodelavci so objavili raziskavo o metodi, ki omogoča enostopenjsko izbitje ali 
vključitev gena v genom A. pullulans. Metoda temelji na in vivo homologni 
rekombinaciji vnesenih fragmentov. Z elektroporacijo celic so vnesli več produktov 
PCR s 50 bp dolgimi prekrivajočimi regijami. Regiji, homologni zaporedju na genomu, 
sta bili daljši. Uspešno so izbili izbrani gen in v naslednjem koraku z isto metodo vnesli 
nov gen. Ugotovili so, da je uspešnost transformacije pogojena s količino vnesenih 
fragmentov. Najuspešnejši so bili pri vnosu 10 µg DNA [45]. Uspešnost metode za 
urejanje genoma so isti avtorji potrdili še z vnosom heterolognih genov [46]. Uchiyami 
in sodelavcem je v raziskavi prav tako uspelo izbrisati gen s homologno rekombinacijo 
[47]. Urejanje genoma še vedno poteka s homologno rekombinacijo [48–50]. Do sedaj 
še niso bila objavljena dela, kjer bi s sistemom CRISPR-Cas9 uspešno uredili genom 
organizma Aureobasidium pullulans. 
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2 Namen dela in hipoteza 
Aureobasidium pullulans je zaradi poliekstremotolerantnosti zanimiv za proučevanje in 
uporabo v industriji. Z razvojem genetskih orodij bi olajšali in razširili moţnosti 
proučevanja ter razvoja organizma za različne aplikacije v biotehnologiji.  
Namen magistrskega dela je bil pripraviti triptofanski avksotrofni sev Aureobasidium 
pullulans. Avksotrofni sev smo ţeleli pripravili s sistemom CRISPR-Cas9 razvitim za 
uporabo v filamentoznih glivah. Z izbrisom gena ApTRP1, ki zapisuje za 
fosforibozilantranilat izomerazo, bi prekinili sintezo esencialne aminokisline, triptofana. 
Tako bi celici onemogočili rast in preţivetje v odsotnosti triptofana. Pristopi za 
dokazovanje izbrisanega gena so: primerjava rasti na gojišču s triptofanom in brez 
njega, reakcija PCR ter rast na gojišču s protiselekcijskim označevalcem. Z izbrisanim 
genom ApTRP1 in pripravo prvega avksotrofnega seva Aureobasidium pullulans bi 
pripomogli k razvoju preostalih genetskih orodij.  
 
Pred začetkom magistrskega dela smo opredelili hipotezo: 
 Sistem CRISPR-Cas9 razvit za uporabo v Aspergillus nidulans oz. 
filamentoznih glivah, je primeren za uporabo v organizmu Aureobasidium 
pullulans. 
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3 Materiali in metode 
 
3.1 Potrošni material in laboratorijska oprema 
V tabeli 1 je naveden uporabljen potrošni material in laboratorijska oprema. 
 
Tabela 1: Uporabljen potrošni material in laboratorijska oprema. 
Potrošni material in oprema Proizvajalec 
nastavki za pipete  Eppendorf 
mikrocentrifugirke SafeSeal  Sarstedt 
filtri za sterilizacijo 0,45 μm  Sartorius 
sterilne plastične petrijevke  Golias 
cepilne zanke  Golias 
pipete Research  Eppendorf 
namizna centrifuga MiniSpin plus  Eppendorf 
centrifuga 5804 R  Eppendorf 
sistem za elektroforezo  Bio-Rad 
termomešalec Thermomixer comfort  Eppendorf 
naprava za reakcijo PCR Mastercycler Nexus GX2  Eppendorf 
UV/VIS-spektrofotometer UV-18000  Shimadzu 
stresalni inkubator New Brunswick Innova 42R  Eppendorf 
vibracijsko mešalo Vortex 2  IKA Werke 
magnetno mešalo RCT Standard  IKA Werke 
spektrofotometer NanoDrop 1000  Thermo Fisher Scientific 
sistem za vakuumsko koncentriranje miVAC Duo 
concentrator 
 Genevac 
naprava za dokumentacijo gelov G:BOX Chemi  Singene 
vodna kopel WNB  Memmert 
transiluminator UXDT-20ML-15R  Biostep 
analitska tehtnica MC 210 S  Sartorius 
mikroskop KF-2  Zeiss 
elektroporator 2510  Eppendorf 
hladilnik  Liebherr 
zamrzovalnik  Liebherr 
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3.2 Kemikalije, reagenti in encimi 
V tabeli 2 so naštete vse uporabljene kemikalije, reagenti in encimi. 
Tabela 2: Uporabljene kemikalije, reagenti in encimi. 
Kemikalije, reagenti oz. encimi Proizvajalec 
2-amino-5-fluorobenzojska kislina  Acros Organics 
6-kratni nanašalni pufer za agarozno gelsko 
elektroforezo Orange dye 
 Thermo Fisher Scientific 
agar (bacteriological grade)  Formedium 
agaroza (low EEO)  Sigma 
amonijev sulfat  Merck 
ampicilin  Sigma 
barvilo SYBR Safe  Thermo Fisher Scientific 
betain  Sigma 
zeocin (oblika fleomicina D1, ki spada med 
bleomicinske antibiotike) 
 Thermo Fisher Scientific 
D-glukoza  Fisher Chemicals 
ditiotreitol  BioChemica 
mešanica deoksinukleotidov GeneAmp (10 mM)  Thermo Fischer Scientific 
etilendiamin tetraocetna kislina (EDTA)  Kemika 
flourescenčno barvilo za obarvanje DNA SYBR 
Safe 
 Thermo Fischer Scientific 
glicerol  Kemika 
HEPES  Merck 
higromicin B  Sigma 
jantarna kislina  Sigma 
kalcijev klorid  Gram-Mol 
komplet reagentov CloningJET PCR Cloning Kit  Thermo Fisher Scientific 
komplet reagentov GeneJET Gel Extraction and 
DNA Cleanup Micro Kit 
 Thermo Fisher Scientific 
komplet reagentov GeneJET Gel Extraction Kit  Thermo Fisher Scientific 
komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit 
 Thermo Fisher Scientific 
komplet reagentov TransformAid Bacterial 
Transformation Kit 
 Thermo Fisher Scientific 
kvasna dušikova baza (YNB) brez amonijevega 
sulfata 
 Formedium 
kvasni ekstrakt  Biolife 
liofilizirano gojišče LB  Carl Roth 
lestvica DNA GeneRuler Low Range DNA 
Ladder (ready-to-use) 
 Thermo Fisher Scientific 
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lestvica DNA GeneRuler 1 kb DNA Ladder 
(ready-to-use) 
 Thermo Fischer Scientific 
lestvica DNA GeneRuler 100 bp Plus DNA 
Ladder (ready-to-use) 
 Thermo Fischer Scientific 
lestvica DNA MassRuler (ready-to-use)  Thermo Fisher Scientific 
litijev acetat dihidrat  Sigma-Aldrich 
magnezijev klorid heksahidrat  Acros Organics 
mešanica vitaminov in aminokislin za gojišče za 
kvasovke »Complete Supplement Mixture« brez 
triptofana (CSM – Trp) 
 Formedium 
mešanica vitaminov in aminokislin za kvasovke 
»Complete Supplement Mixture« 
 Formedium 
natrijev hidroksid  Merck 
natrijev klorid  Merck 
ocetna kislina  Merck 
pepton  Laboratorios CONDA 
reagenti za izolacijo PrepMan® Ultra Sample 
Preparation Reagent 
 Applied Biosystems 
SOB  Carl Roth 
sorbitol  Sigma 
triptofan  Acros Organics 
tripton  Biolife 
Tris baza  Carl Roth 
vodikov klorid  Merck 
DNA-polimeraza DreamTaq  Thermo Fisher Scientific 
DNA-polimeraza Phusion High Fidelity  Thermo Fisher Scientific 
DNA-polimeraza DreamTaq Green PCR Master 
Mix 
 Thermo Fisher Scientific 
restrikcijska endonukleaza PacI  New England Biolabs 
restrikcijska endonukleaza Nt.BbvcI  New England Biolabs 
restrikcijska endonukleaza HindIII  Thermo Fisher Scientific 
mešanica litičnih encimov iz Trichoderma 
harzianum 
 Sigma 
temperaturno občutljiva alkalna fosfataza  Thermo Fisher Scientific 
encimi USER  New England Biolabs 
 
3.3 Sevi mikroorganizmov 
Pri delu smo uporabili naslednje mikroorganizme: 
 Aureobasidium pullulans sev EXF-150, zbirka mikroorganizmov Ex Oddelka za 
biologijo na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani, Slovenija 
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 E. coli XL1-Blue MRF' ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac[F ́ proAB lacI
q
Z∆M15 Tn10 (Tet
r
)], Stratagene, 
ZDA 
 
3.4 Plazmidi 
Plazmid pFC332 (slika 8) vsebuje mesto ori pMB1 in zapis za odpornost proti 
ampicilinu. Prvi omogoča podvojevanje, drugi pa selekcijo v E. coli. Vsebuje zapis za 
nukleazo Cas9 z jedrnim lokalizacijskim signalom na C-koncu polipeptidne verige. 
Izraţanje nukleaze je pod kontrolo promotorja in terminatorja gena tef1. Promotor in 
terminator izhajata iz glive Aspergillus nidulans. Zapis za odpornost proti higromicinu 
B omogoča selekcijo v glivah. Pred promotorjem je zaporedje AMA1, ki omogoča 
avtonomno podvojevanje vektorja v glivah rodu Aspergillus. Med AMA1 in 
promotorjem gena tef1 je kaseta USER. Slednja vsebuje restrikcijski mesti za PacI in 
Nt.BbvCI. 
 
 
Slika 8: Karta plazmida pFC332. Z oranţno barvo je označen zapis za odpornost proti ampicilinu (ampR). 
Z roza barvo je prikazano mesto začetka podvojevanja v E. coli (ori pMB1). Plazmid vsebuje zapis za 
nukleazo Cas9 (Cas9, svetlo modra) s signalnim zaporedjem za vnos v jedro (NLS SV40, zeleno), 
promotor gena tef1 (rumeno), terminator gena tef1 (rdeče), zapis za odpornost proti higromicinu (higR, 
rjavo) in AMA1 (temno modro). V kaseti USER (vijolično) so označena tudi mesta, ki jih prepoznata 
restrikcijski endonukleazi PacI in Nt.BbvCI. 
Plazmid pFC333 (slika 9), prav tako kot pFC332, vsebuje mesto ori pMB1, zapis za 
odpornost proti ampicilinu in zapis za nukleazo Cas9 s signalnim zaporedjem za vnos v 
21 
 
jedro. Izraţanje nukleaze je pod kontrolo promotorja in terminatorja gena tef1. Za 
selekcijo v glivah plazmid vsebuje zapis za odpornost proti bleomicinu. 
 
 
Slika 9: Karta plazmida pFC333. Plazmid vsebuje zapis za odpornost proti ampicilinu (ampR, oranţno), 
mesto začetka podvojevanja pMB1 (ori, roza), zapis za nukleazo Cas9 (Cas9, svetlo modro) s signalnim 
zaporedjem za vnos v jedro (NLS SV40, temno modro) in zapis za odpornost proti bleomicinu (bleoR, 
zeleno). Z rumeno je prikazan promotor gena tef1, z rdečo pa terminator gena tef1. 
 
Plazmid pFC334 (slika 10) je sestavljen iz mesta začetka podvojevanja pMB1, zapisa za 
odpornost proti ampicilinu in zapisa za nukleazo Cas9 z jedrnim lokalizacijskim 
signalom. Izraţanje nukleaze je pod kontrolo promotorja in terminatorja gena tef1. 
Vsebuje še promotor gena gpdA iz Aspergillus nidulans, terminator gena trpC, zapis za 
ogrodje enojne usmerjevalne RNA, zapisa za ribocim v obliki kladiva in ribocim virusa 
hepatitis delta ter komplementarno zaporedje ribocima v obliki kladiva.  
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Slika 10: Karta plazmida pFC334. Plazmid vsebuje zapis za odpornost proti ampicilinu (ampR, oranţno), 
mesto začetka podvojevanja pMB1 (ori, roza), zapis za nukleazo Cas9 (Cas9, svetlo modro) s signalnim 
zaporedjem za vnos v jedro (NLS SV40, temno modro). S temno zeleno barvo je označen zapis za 
ogrodje enojne usmerjevalne RNA (sgRNA), z rdečo barvo zapis za ribocim v obliki kladiva (HH), z 
rjavo zapis za ribocim virusa hepatitis delta (HDV) in s sivo komplementarno zaporedje ribocima v obliki 
kladiva. S temno vijolično je prikazan promotor gena gpdA, s svetlo zeleno je označen terminator gena 
trpC. Označeni sta še regiji A (rumeno) in B (svetlo vijolično) (podrobneje v poglavju 1.3.1). 
 
Vse plazmide smo dobili od Nødvig in sodelavcev [41]. 
 
3.5 Gojišča 
Tekoče gojišče LB smo pripravili tako, da smo v čašo natehtali ustrezno količino 
liofiliziranega gojišča LB, ga raztopili v dH2O in umerili volumen do 1l.  
Tabela 3: Trdno in tekoče gojišče LB 
Sestavine Količina 
liofilizirano gojišče LB  25 g 
agar (za pripravo trdega gojišča) 20 g 
dH2O do 1 l 
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V primeru trdnega gojišča, smo raztopini dodali tudi ustrezno količino agarja (tabela 3). 
Gojišče smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C. Ko se je gojišče z agarjem ohladilo na 
55 °C, smo ga sterilno nalili v plastične petrijeve plošče. Pripravili smo tudi trdno 
gojišče LB s koncentracijo ampicilina 100 mg/l. Zaloţno raztopino ampicilina smo 
pripravili tako, da smo v 1 ml Milli-Q H2O raztopili 100 mg ampicilina in jo sterilizirali 
s filtracijo (tabela 9). V 1 l avtoklaviranega gojišča, ohlajenega na 55 °C, smo dodali 
1 ml zaloţne raztopine ampicilina. Gojišče smo dobro premešali in sterilno razlili v 
petrijeve plošče. 
 
Tabela 4: Tekoče gojišče SOB 
Sestavine Količina 
SOB 28 g 
dH2O do 1 l 
 
Sestavino (tabela 4) smo raztopili v 1 l dH2O in nato avtoklavirali 20 min pri 121 °C.  
 
Tabela 5: Tekoče gojišče SOC 
Sestavine Količina 
SOB 990 ml 
2 M glukoza 10 ml 
 
Gojišče SOC je sestavljeno iz gojišča SOB in 20 mM glukoze (tabela 5). 2 M raztopino 
glukoze smo pripravili tako, da smo v 10 ml Milli-Q H2O raztopili 3,6 g glukoze in jo 
sterilizirali s filtracijo. Devetsto devetdeset ml gojišča SOB smo sterilno dodali 10 ml 
2 M glukoze.  
 
Tabela 6: Tekoče gojišče kvasnega ekstrakta, peptona in glukoze (YPD) 
Sestavine Količina 
kvasni ekstrakt 10 g 
pepton 20 g 
glukoza 20 g 
dH2O do 1 l 
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Sestavine (tabela 6) smo raztopili v 1 l dH2O in jih avtoklavirali 20 min pri 121 °C. 
 
Tabela 7: Osnovno gojišče YNB 
Sestavine Količina 
YNB 1,7 g 
(NH4)2SO4 5 g 
glukoza 20 g 
agar (dodali le v primeru trdega gojišča) 20 g  
dH2O do 1 l  
 
Sestavine (tabela 7) smo raztopili, pH uravnali na 6,5 in umerili volumen do 1 l z dH2O. 
Gojišče smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C. Pri pripravi trdnega gojišča smo agar 
dodali k preostalim sestavinam tik pred avtoklaviranjem. Po sterilizaciji smo ohlajeno 
gojišče YNB sterilno razlili v petrijeve plošče. 
Pri pripravi gojišča YNB s CSM smo k osnovnim sestavinam dodali še 0,8 g CSM, ga 
raztopili v 1 l dH2O in avtoklavirali 20 min pri 121 °C. 
Pripravili smo gojišče YNB s CSM in higromicinom B (tabela 8). Zaloţno raztopino 
higromicina B smo pripravili tako, da smo 1 g antibiotika raztopili v 5 ml Milli-Q H2O 
(tabela 9). Sledila je sterilizacija s filtriranjem. V 1 l gojišča YNB s CSM smo 
odpipetirali 1 ml zaloţne raztopine higromicina B. 
Za pripravo gojišča YNB s CSM in zeocinom (tabela 8) smo v 1 l gojišča YNB s CSM 
dodali 1 ml sterilne raztopine zeocina s koncentracijo 100 g/l (tabela 9). 
Pripravili smo gojišče YNB s CSM in 2-amino-5-fluorobenzojsko kislino. Zaloţno 
raztopino smo pripravili tako, da smo 800 mg 5-FAA raztopili v 20 ml DMSO 
(tabela 9). Pripravljeno raztopino smo sterilizirali s filtriranjem. V 985 ml gojišča YNB 
s CSM smo dodali 15 ml zaloţne 5-FAA. 
Za gojišče YNB s CSM in triptofanom smo pripravili zaloţno raztopino aminokisline 
(tabela 8). V 10 ml Milli-Q vode smo raztopili 2 g triptofana in ga sterilizirali s filtracijo 
(tabela 9). V 1 l gojišča YNB s CSM smo dodali 1 ml zaloţne raztopine triptofana. 
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Tabela 8: Trdna gojišča YNB s CSM in različnimi antibiotiki oz. aminokislinami 
Gojišča 
YNB s CSM in higromicinom  
YNB s CSM in zeocin 
YNB s CSM, higromicinom in zeocinom 
YNB s CSM, higromicinom, zeocinom in 2-amino-5-fluorobenzojsko kislino 
YNB s CSM, higromicinom in 2-amino-5-fluorobenzojsko kislino 
YNB s CSM in triptofanom 
YNB s CSM, triptofanom in 2-amino-5-fluorobenzojsko kislino 
 
Tabela 9: Končne koncentracije antibiotikov in aminokisline v gojiščih.  
Antibiotik oz. aminokislina Koncentracija 
higromicin B 200 mg/l 
zeocin 100 mg/l 
2-amino-5-fluorobenzojska kislina (5-FAA) 600 mg/l 
triptofan 200 mg/l 
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3.6 Pufri 
V tabeli 10 so našteti uporabljeni pufri ter njihova sestava. 
 
Tabela 10: Seznam in sestava pufrov. 
Pufer Sestava  
elektroporacijski pufer  (pH 7,5) 1 mM HEPES 
0,6 M sorbitol 
pufer A  0,27 M saharoza 
0,001 M MgCl2 
0,01 M Tris HCl (pH 7,4) 
0,004 M DTT 
elektroporacijski  pufer A 0,27 M saharoza 
0,001 M MgCl2 
0,01 M Tris HCl (pH 7,4) 
pufer OS  (pH 5,5) 0,05 M jantarna kislina 
1 M NaCl 
pH smo umerili z dodatkom NaOH 
desetkratni pufer TE 100 mM Tris HCl  
10 mM EDTA 
desetkratni pufer TAE (1 l) 48,4 g Tris baza 
11,4 ml ocetne kisline 
3,72 g EDTA  
pufer LiTe   pufer TE 
1 M LiAc 
25 mM DTT 
pufer s CaCl2 in glicerolom 10-odstotni glicerol 
50 mM CaCl2 
10 mM TRIS (pH 8) 
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3.7 Začetni oligonukleotidi 
V tabeli 11 so zbrana vsa zaporedja začetnih oligonukleotidov. 
 
Tabela 11: Seznam in zaporedja začetnih oligonukleotidov. Zaporedja so podano od konca 5` proti koncu 
3`. Začetne oligonukleotide je sintetiziralo podjetje Microsynth AG (Švica). 
Ime začetnega 
oligonukleotida 
Zaporedje začetnega oligonukleotida 
AF GGGTTTAAUGCGTAAGCTCCCTAATTGGC 
BR GGTCTTAAUGAGCCAAGAGCGGATTCCTC 
AR  AGCTTACUCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAG 
TCTGCCCGGTGATGTCTGCTCAAGCG 
BF AGTAAGCUCGTCTCTGCCAGTTCACACTCACT 
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA 
TRP1BleF AGACACACGCCAAGAAGTTTTCTCGTCCACCCCAA 
TRP1BleR TGGACAGAAGGTGTAGACGACCGTTGATCTGCTTG 
Trp15F CAACCACAAAGCATCCTCCTTG 
Trp15R TCTTGGCGTGTGTCTCTTG 
Trp13F TACACCTTCTGTCCACCGA 
Trp13R GACCAAGTGAGTGGTGTCTGA 
pFC332seqF  TACTGGGCCCGGGAAGAT 
pFC332seqR  GGGCGGTGATTCTGCTGT 
 
 
 
3.8 Shema postopka dela 
 
Na sliki 11 je prikazan postopek sestavljanja plazmida CRISPR-Cas9 in bleomicinske 
kasete, na sliki 12 pa postopek potrjevanja transformant A. pullulans.  
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Slika 11: Shema poteka sestavljanja plazmida CRISPR-Cas9 (levo) in bleomicinske kasete z robnima 
zaporedjema (desno). Sestava regij A in B je opisana v poglavju 1.3.1. 
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Slika 12: Shema potrjevanja transformant A. pullulans. 
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3.9 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov za pripravo plazmida 
CRISPR-Cas9 in bleomicinske kasete 
Za načrtovanje in pripravo genskih konstruktov smo potrebovali zaporedje gena TRP1 
iz Aureobasidium pullulans (ApTRP1). V zbirki podatkov SGD (ang. Saccharomyces 
Genome Database) smo poiskali zaporedje gena TRP1 iz organizma Saccharomyces 
cerevisiae (ScTRP1; SGD:S000002414 – oznaka gena v zbirki podatkov SGD). Z 
bioinformatskim orodjem BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) smo z 
zaporedjem gena ScTRP1 poiskali podobno zaporedje v genomu A. pullulans. Najdeno 
zaporedje smo uporabili kot matrico pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov. 
Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov in določitvi protovmesnikov smo si pomagali 
s prosto dostopnim programom Benchling (https://benchling.com). Zaporedje ApTRP1, 
ki smo ga našli z orodjem BLASTn in dodatnih 1 kb navzgor ter navzdol od najdenega 
zaporedja, smo uvozili v omenjen program. Slednji vsebuje orodje CRISPR za iskanje 
zaporedij protovmesnikov. Ţeleli smo, da orodje načrta protovmesnike dolge 20 bp, z 
zaporedjem PAM 5`-NGG-3`.  
Regiji navzgor in navzdol od gena ApTRP1 sta sluţili, kot matrici za pomnoţitev robnih 
zaporedij 5` in 3`. Celica robni zaporedji uporabi kot matrici za popravilo, usmerjeno s 
homologno rekombinacijo, dvojnega preloma DNA. Zapisu za odpornost proti 
bleomicinu dodamo 5`- in 3`-robni zaporedji, ki omogočita vgradnjo zapisa za 
odpornost proti bloemicinu v genom tekom popravljanja dvojnega preloma DNA.  
Poleg zaporedja ApTRP1 smo za načrtovanje začetnih oligonukleotidov potrebovali 
zaporedje gena, ki vsebuje zapis za odpornost proti bleomicinu. V zbirki plazmidov 
Addgene (https://www.addgene.org/), smo poiskali zaporedje plazmida pFC333 z 
zapisom za odpornost proti bleomicinu in ga uvozili v program Benchling.  
Za sestavo plazmida CRISPR-Cas9 smo načrtali dva para začetnih oligonukleotidov. 
Prvi par začetnih oligonukletidov AF in AR je pomnoţil regijo A, drugi par BF in BR 
pa regijo B (slika 13). Začetna oligonukleotida AF in BR so načrtali Nødvig in sod. 
[41]. AF je sestavljen iz 5`-končnega zaporedja in dela promotorja gena gpdA. Začetni 
oligonukleotid BR pa je sestavljen iz 3`-končnega zaporedja ter dela terminatorja gena 
trpC. Po njihovem vzoru smo pripravili tudi začetna oligonukleotida AR in BF 
(tabela 12). Začetni oligonukleotid AR (v smeri od 5`- proti 3`-koncu) je sestavljen iz 
zaporedja x, uracila, zapisa za ribocim v obliki kladiva, 6 bp dolgega zaporedja, 
komplementarnega ribocimu v obliki kladiva in dela promotorja gena gpdA. Vsa 
zaporedja, razen zaporedja komplementarnega ribocimu v obliki kladiva, so identična 
tistim, ki so jih načrtali Nødvig in sod. [41]. Zaporedje komplementarno ribocimu v 
obliki kladiva je enako prvim šestim nukleotidom izbranega protovmesnika. Začetni 
oligonukleotid BF (v smeri od 5`- proti 3`-koncu) je sestavljen iz zaporedja x, uracila, 
izbranega protovmesnika, zapisa za ogrodje sgRNA in ribocim virusa hepatitis delta 
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(HDV) ter del terminatorja gena trpC. Vsa zaporedja so identična tistim, ki so jih 
pripravili Nødvig in sod., razen protovmesnika, ki smo ga izbrali glede na tarčni gen. 
 
 
 
Slika 13: Shema regij A in B z začetnimi oligonukleotidi. Regijo A smo pomnoţili z začetnima 
oligonukleotidoma AF in AR. AF je sestavljen iz 5`-končnega zaporedja, uracila in dela promotorja gena 
gpdA. Začetni oligonukleotid AR je sestavljen iz zaporedja x, uracila, zapisa za ribocim v obliki kladiva 
(HH), komplementarnega ribocimu v obliki kladiva in dela promotorja gena gpdA. Začetni oligonukleotid 
BR pa je sestavljen iz 3`-končnega zaporedja ter dela terminatorja gena trpC. Začetni oligonukleotid BF 
je sestavljen iz zaporedja x, uracila, izbranega protovmesnika, zapisa za ogrodje sgRNA in ribocim virusa 
hepatitis delta (HDV) ter del terminatorja gena trpC.  
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Tabela 12: Zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki so jih načrtali Nødvig in sod. [41]. Barve 
predstavljajo različne dele začetnih oligonukleotidov (posamezni deli zaporedja so opisani v poglavju 
1.3.1; HH – ribocim v obliki kladiva). Vsa zaporedja so podana od 5`- proti 3`-koncu. 
Začetni oligonukleotid AR  
zaporedje x – uracil – HH – komplementarni HH – promotor gena gpdA 
AGCTTAC U CGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAG NNNNNN CGGTGATGTCT                           
GCTCAAGCG 
 
Začetni oligonukleotid BF 
zaporedje x – uracil – protovmesnik – sgRNA in HDV  
AGTAAGC U CGTC NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN GTTTTAGAGCTAGAAA 
TAGCAAGTTAAA 
 
Začetni oligonukleotid AF 
5`-zaporedje – uracil – promotor gena gpdA 
GGGTTTAA U GCGTAAGCTCCCTAATTGGC 
 
Začetni oligonukleotid BR 
3`-zaporedje – uracil – terminator gena trpC 
GGGTTTAA U GAGCCAAGAGCGGATTCCTC 
 
 
Začetna oligonukleotida za pomnoţevanje zapisa za odpornost proti bleomicinu 
(bleomicinska kaseta) TRP1BleF in TRP1BleR se z 20 bp prilegata na začetku oz. 
koncu zapisa bleomicinske kasete (na plazmidu pFC333), hkrati imata še 15 bp dolga 
štrleča konca (slika 14). Štrleči konec oligonukleotida TRP1BleF je enak 3`-koncu 
zaporedja navzgor od gena ApTRP1 (5`-robno zaporedje), štrleči konec TRP1BleR pa je 
enak 5`-koncu zaporedja navzdol od gena ApTRP1 (3`-robno zaporedje). 
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Slika 14: Shema robnih zaporedij 5` in 3` ter bleomicinske kasete. Z začetnima oligonukleotidoma 
Trp15F in Trp15R smo pomnoţili 5`-robno zaporedje, s Trp13F in Trp13R pa 3`-robno zaporedje. Z 
začetnima oligonukleotidoma TRP1BleF in TRP1BleR smo bleomicinski kaseti dodali zaporedji (zeleno 
oz. rdeče označeni del začetnih oligonukleotidov), ujemajoči se z ustreznim koncem robnih zaporedij 5´ 
in 3`. 
Za pripravo celotnega konstrukta smo načrtali še začetne oligonukleotide za pomnoţitev  
zaporedja navzgor oz. navzdol od gena ApTRP (5`- in 3`-robni zaporedji). S Trp15F in 
Trp15R smo pomnoţili 5`-robno zaporedje dolţine 581 bp. S Trp13F in Trp13R pa 3`-
robno zaporedja dolţine 509 bp. 
Uspešnost izbitega gena ApTRP1 v transformantah A. pullulans smo preverjali z 
začetnima oligonukleotidoma pFC332seqF in pFC332seqR, ki so jih načrtali ter 
uporabljali Nødvig in sod. [41]. 
 
3.10 Priprava plazmidov pFC332 in pFC334 
Plazmida pFC332 in pFC334 smo vnesli v E. coli XL1-Blue MRF`, jih namnoţili in 
nato izolirali iz celic. Za transformacijo E. coli XL1-Blue MRF` smo uporabili komplet 
reagentov TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Scientific) in jo izvedli 
po navodilih proizvajalca. Za izolacijo plazmidov smo uporabili komplet reagentov 
GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) in jih iz prekonočne kulture 
transformant izolirali po navodilih proizvajalca. Izoliranim plazmidom smo s 
spektrofotometrom Nanodrop 1000 izmerili koncentracijo. 
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3.11 Verižna reakcija s polimerazo 
Verižna reakcija s polimerazo – uporaba plazmida pFC334 za namnožitev regij 
A in B 
Regiji A in B smo pomnoţili z reakcijo PCR s padajočo temperaturo prileganja 
(tabela 13). PCR s padajočo temperaturo prileganja (ang. touchdown PCR) uporabljamo 
pri pomnoţevanju teţavnejših zaporedij, prav tako pa tudi pri pomnoţevanju običajnih 
zaporedij, saj tako izboljšamo specifičnost, občutljivost in izkoristek reakcije. Omogoča 
hitro optimizacijo reakcije PCR. PCR s padajočo temperaturo prileganja se od običajne 
reakcije razlikuje v stopnji prileganja začetnega oligonukleotida na matrično DNA. 
Prileganje začetnih oligonukleotidov se začne pri temperaturi nekaj stopinj Celzija nad 
njihovo temperaturo tališča (Tm) in se z vsakim ciklom pomnoţevanja zniţuje, do 
temperature nekaj stopinj Celzija pod Tm. Celoten program pomnoţevanja je sestavljen 
iz dveh faz. V prvi fazi poteče reakcija PCR s padanjem temperature prileganja v 10–15 
ciklih. Običajno začnemo s temperaturo prileganja, ki je za 10 °C višja od Tm. Ta se 
nato zniţuje za 1 °C na cikel. V drugi fazi poteče običajna reakcija PCR pri ustrezni 
temperaturi prileganja v 20–25 ciklih [51]. 
Reakcijska mešanica je vsebovala 4 µl 5-kratnega reakcijskega pufra HF za DNA-
polimerazo Phusion; 0,4 µl mešanice deoksiribonukleotidov (10 mM); 1 µl smernega in 
1 µl protismernega začetnega oligonukleotida 10 mM koncentracije; 0,2 µl plazmida 
pFC334 koncentracije 73 ng/µl; 0,2 µl DNA-polimeraze Phusion U High Fidelity 
(2 U/µl) ter vodo Milli-Q do končnega volumna 20 µl. Za pomnoţitev regije A smo 
uporabili začetna oligonukleotida AF in AR, za pomnoţitev regije B pa BF in BR. 
Uspešnost reakcije PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
Tabela 13: Program reakcije PCR s padajočo temperaturo prileganja za pomnoţitev regij A in B. 
začetna denaturacija pri 98 °C 120 s 1 cikel 
denaturacija pri 98 °C 
prileganje pri 70 °C–55 °C (zniţanje za 1 °C/cikel) 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
25 s 
25 s 
15 ciklov 
denaturacija pri 98 °C 
prileganje pri 65 °C 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
25 s 
25 s 
20 ciklov 
zaključno podaljševanje pri 72 °C 420 s 1 cikel 
inkubacija pri 4 °C ∞ s  
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Verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije – določevanje transformant 
Pravilnost vgradnje regij A in B v plazmid pFC332 smo preverili z reakcijo PCR na 
osnovi kolonije (tabela 14). Reakcijska mešanica je bila sestavljena iz 10 µl 2-kratnega 
reakcijskega pufra GreenTaq MasterMix z dodano DNA-polimerazo Taq; 1 µl 
začetnega oligonukleotida pFC332seqF in pFC332seqR (10 mM) ter vodo Milli-Q do 
končnega volumna 20 µl. Kot matrično DNA smo uporabili kolonije transformiranih E. 
coli XL1-Blue MRF`. Z zobotrebcem smo odvzeli del kolonije in jo suspendirali v 
pripravljeni reakcijski mešanici. Uspešnost reakcije PCR smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo.  
 
Tabela 14: Program reakcije PCR na osnovi kolonije za detekcijo uspešne transformacije E. coli XL1-
Blue MRF` s plazmidom pFC332, regijama A in B. 
začetna denaturacija pri 94 °C 120 s 1 cikel 
denaturacija pri 94 °C 
prileganje pri 55 °C 
podaljševanje pri 72 °C 
30 s 
30 s 
60 s 
30 ciklov 
končno podaljševanje pri 72 °C 120 s 1 cikel 
inkubacija pri 4 °C ∞ s  
 
Verižna reakcija s polimerazo za pomnožitev zapisa odpornosti proti bleomicinu 
Pomnoţitev zapisa za odpornost proti bleomicinu je potekla z DNA-polimerazo Phusion 
High Fidelity (tabela 15). Uporabili smo smerni TRP1BleF in protismerni TRP1BleR 
začetni oligonukleotid. Reakcijska mešanica je vsebovala 6 µl 5-kratnega reakcijskega 
pufra HF za DNA-polimerazo Phusion; 0,9 µl mešanice deoksiribonukleotidov 
(10 mM); 1,5 µl smernega TRP1BleF in 1,5 µl protismernega TRP1BleR začetnega 
oligonukleotida (10 mM); 1 µl plazmida pFC333 koncentracije 5 ng/µl; 6 µl 5 M 
betaina; 0,3 µl DNA-polimeraze Phusion High Fidelity (2 U/µl ) ter vodo Milli-Q do 
končnega volumna 30 µl. Uspešnost reakcije PCR smo preverili z agarozno gelsko 
elektroforezo. 
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Tabela 15: Program reakcije PCR za pomnoţitev zapisa odpornosti proti bleomicinu. 
začetna denaturacija pri 98 °C 120 s 1 cikel 
denaturacija pri 98 °C 
prileganje pri 68 °C 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
20 s 
60 s 
35 ciklov 
končno podaljševanje pri 72 °C 420 s 1 cikel 
inkubacija pri 4 °C ∞ s  
Reakcija PCR za pomnožitev 5`- in 3`-robnih zaporedij gena ApTRP1 
Za pomnoţevanje 5`-robnega zaporedja gena ApTRP1 smo uporabili smerni Trp15F in 
protismerni Trp15R začetni oligonukleotid 10 mM koncentracije. Pri pomnoţitvi 3`-
robnega zaporedja gena ApTRP1 smo uporabili smerni Trp13F in protismerni Trp13R 
začetni oligonukleotid 10 mM koncentracije (tabela 16). Reakcijska mešanica je 
vsebovala 6 µl 5-kratnega reakcijskega pufra HF za DNA-polimerazo Phusion; 0,6 µl 
10 mM mešanice deoksiribonukleotidov; 1,5 µl smernega in protismernega začetnega 
nukleotida; 1 µl genomske DNA Aureobasidium pullulans EXF-150; 0,3 µl DNA-
polimeraze Phusion High Fidelity (2 U/µl) ter vodo Milli-Q do končnega volumna 
30 µl. Uspešnost reakcije PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
Tabela 16: Program reakcije PCR za pomnoţitev 5`- in 3`-robnih zaporedij gena ApTRP1. 
začetna denaturacija pri 98 °C 120 s 1 cikel 
denaturacija pri 98 °C 
prileganje pri 60 °C 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
25 s 
25 s 
30 ciklov 
končno podaljševanje pri 72 °C 420 s 1 cikel 
inkubacija pri 4 °C ∞ s  
 
Reakcija PCR s padajočo temperaturo prileganja za sestavljanje in pomnoževanje 
zapisa za odpornost proti bleomicinu z robnima zaporedjema gena ApTRP1 
Bleomicinski kaseti smo z reakcijo PCR s padajočo temperaturo prileganja (tabela 17) 
dodali 5`- in 3`-robni zaporedji gena ApTRP1. Kot začetna oligonukleotida smo 
uporabili 5`- in 3`-robno zaporedje gena ApTRP1, za matrično DNA pa bleomicinsko 
kaseto (slika 15). Robni zaporedji sta se prilegali zaporedju 15 bp na začetku oz. koncu 
bleomicinske kasete. 
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Slika 15: Shema pomnoţevanja bleomicinske kasete z robnima zaporedjema. Robni regiji sluţita kot 
začetna oligonukleotida, bleomicinska kaseta z ujemajočimi se zaporedji pa kot matrična DNA. Prvi 
korak v reakciji PCR je denaturacija, sledi prileganje robnih zaporedij na komplementarni zaporedji na 
matrični DNA in nato še korak podaljševanja. 
 
Reakcijska mešanica je bila sestavljena iz 6 µl 5-kratnega reakcijskega pufra HF za 
DNA-polimerazo Phusion; 0,9 µl mešanice deoksiribonukleotidov (10 mM); 1,5 µl 5`-
robnega zaporedja s koncentracijo 74 ng/µl in 1,5 µl 3`-robnega zaporedja gena 
ApTRP1 s koncentracijo 73 ng/µl; 1 µl bleomicinske kasete s koncentracijo 120 ng/µl; 
6 µl 5M betaina; 0,3 µl DNA-polimeraze Phusion High Fidelity (2 U/µl ) ter vodo 
Milli-Q do končnega volumna 30 µl. Uspešnost reakcije PCR smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo in pomnoţek izolirali iz agaroznega gela s kompletom reagentov 
»GeneJET Gel Extraction Kit«. 
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Tabela 17: Program reakcije PCR s padajočo temperaturo za sestavljanje bleomicinske kasete in robnih 
zaporedij. 
začetna denaturacija pri 98 °C 120 s 1 cikel 
denaturacija pri 98 °C 
prileganje pri 72 °C–60 °C (zniţanje za 2 °C/cikel) 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
25 s 
120 s 
10 ciklov 
denaturacija pri 95 °C 
prileganje pri 64 °C 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
20 s 
120 s 
25 ciklov 
končno podaljševanje pri 72 °C 420 s 1 cikel 
inkubacija pri 4 °C ∞ s  
 
Sestavljeno zaporedje (bleomicinska kaseta z robnima zaporedjema gena ApTRP1) smo 
pomnoţili z začetnima oligonukleotidoma Trp15F in Trp13R. Ponovno smo uporabili 
reakcijo PCR s padajočo temperaturo prileganja (tabela 18). Reakcijska mešanica je bila 
sestavljena iz 10 µl 5-kratnega reakcijskega pufra HF za DNA-polimerazo Phusion; 
1,5 µl mešanice deoksiribonukleotidov z 10 mM koncentracijo; 2,5 µl Trp15F in 2,5 µl 
Trp13R koncentracije 10 mM;1 µl bleomicinske kasete s 5`- in 3`-robnima zaporedjema 
gena ApTRP1 (52 ng/µl); 10 µl 5 M betaina; 0,5 µl DNA-polimeraze Phusion High 
Fidelity (2 U/µl ) ter vodo Milli-Q do končnega volumna 50 µl. Produkte reakcije PCR 
smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
Tabela 18: Program pomnoţevanja bleomicinske kasete z robnima zaporedjema gena ApTRP1. 
začetna denaturacija pri 98 °C 120 s 1 cikel 
denaturacija pri 98 °C 
prileganje pri 65 °C–55 °C (zniţanje za 1 °C/cikel) 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
25 s 
120 s 
10 ciklov 
denaturacija pri 95 °C 
prileganje pri 56 °C 
podaljševanje pri 72 °C 
10 s 
20 s 
120 s 
25 ciklov 
končno podaljševanje pri 72 °C 420 s 1 cikel 
inkubacija pri 4 °C ∞ s  
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Verižna reakcija s polimerazo za detekcijo uspešne transformacije A. pullulans s 
plazmidom CRISPR-Cas9 
Uspešnost transformacije  A. pullulans s plazmidom CRISPR-Cas9 smo preverili z 
reakcijo PCR. Z začetnima oligonukleotidoma pFC332seqF in pFC332seqR smo 
pomnoţili regiji A in B na plazmidu CRISPR-Cas9. Reakcijska mešanica ima enako 
sestavo, kot mešanica za PCR na osnovi kolonije. Namesto kolonije, smo v mešanico 
dodali 0,5 µl neočiščene DNA kolonij A. pullulans poraslih na selektivnih gojiščih, 
predhodno pripravljenih z reagentom PrepMan Ultra Sample (celični lizat). Program 
reakcije PCR je prav tako enak programu reakcije PCR na osnovi kolonije. Produkte 
PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
Verižna reakcija s polimerazo za detekcijo izbitega gena TRP1 v organizmu A. 
pullulans 
Uspešnost izbitja gena TRP1 v A. pullulans smo določevali z reakcijo PCR. Uporabili 
smo začetna oligonukleotida Trp15F in Trp13R. Reakcijska mešanica je bila sestavljena 
iz 17,5 µl reakcijskega pufra DreamTaq MasterMix z DNA-polimerazo Taq; 1,75 µl 
Trp15F in 1,75 µl Trp13R 10 mM koncentracije ter vodo Milli-Q do končnega volumna 
35 µl. Program reakcije PCR se od programa reakcije PCR na osnovi kolonije razlikuje 
v številu ciklov in temperaturi prileganja. Izvedli smo 35 ciklov reakcije PCR s 
temperaturo prileganja 57 °C. Pomnoţke smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
3.12 Agarozna gelska elektroforeza 
Prisotnost in velikost plazmidov ter produktov PCR smo preverili z agarozno gelsko 
elektroforezo na 1-odstotnem agaroznem gelu. V 1-kratni pufer TAE smo dodali 
ustrezno količino agaroze in zmes segrevali, dokler se agaroza ni popolnoma raztopila. 
Ko se je raztopljena agaroza rahlo ohladila, smo dodali barvilo SYBR Safe (10 000-
kratno redčenje) in gel vlili v pripravljen nosilec z glavničkom. Ko se je gel popolnoma 
strdil, smo odstranili glavniček in gel prenesli v elektroforezno kad z 1-kratnim pufrom 
TAE. V ţepke smo nanesli vzorce ter mešanico DNA znanih velikosti (GeneRuler Low 
Range DNA Ladder, GeneRuler 1 kb DNA Ladder, GeneRuler 100 bp Plus DNA 
Ladder in MassRuler). Elektroforeza je potekala pri napetosti 90 V. Po končani 
elektroforezi smo gel slikali z napravo za dokumentiranje gelov. Vzorcem smo pred 
nanosom na gel dodali 6-kratni nanašalni pufer Orange Loading Dye. Zmešali smo eno 
šestino končnega volumna nanašalnega pufra in pet šestin volumna našega vzorca. 
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3.13 Izolacija produktov PCR iz agaroznega gela 
Izolacijo produktov PCR smo izvedli s kompletom reagentov »GeneJET Extraction 
Kit«. Pri izvedbi smo se ravnali po navodilih proizvajalca. DNA smo eluirali s kolone z 
10 mM Tris-HCl pH 8,5. 
 
3.14 Restrikcije 
Linearizacija in defosforilacija plazmida pFC332 
Plazmid pFC332 smo linearizirali z restrikcijskima endonukleazama PacI in Nt.BbvCI. 
Restrikcijska mešanica je vsebovala 10 µl 10-kratnega reakcijskega pufra NEBuffer 
Cutsmart; 2 µl PacI (10 U/µl); 2 µl Nt.BbvCI (10 U/µl); 2,72 µl plazmida pFC332 s 
koncentracijo 737 ng/µl ter vodo Milli-Q do končnega volumna 100 µl. Restrikcija je 
potekala 1 h in 45 min pri 37 °C, nato smo encima inaktivirali z 20-minutno inkubacijo 
pri 80 °C. Učinkovitost restrikcije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo.  
Očiščen linearen plazmid smo defosforilirali. Mešanica je bila sestavljena iz 1 µl 
alkalne fosfataze (Thermosensitive FastAP); 2 µl 10-kratnega reakcijskega pufra in 
17 µl lineariziranega plazmida pFC332 (55 ng/µl). Defosforilacija je potekala 10 min 
pri 37 °C, nato smo reakcijo inaktivirali s 5-minutno inkubacijo pri 75 °C. Lineariziran 
in defosforiliran plazmid smo očistili s kompletom reagentov »GeneJET Gel Extraction 
and DNA Cleanup Micro Kit«. 
 
Restrikcija plazmida pJET z ligirano bleomicinsko kaseto z robnima zaporedjema 
gena ApTRP1 
Plazmid pJET1.2/blunt z bleomicinsko kaseto in robnima zaporedjema gena ApTRP1 
smo pred vnosom v A. pullulans rezali z restrikcijsko endonukleazo HindIII ter 
defosforilirali s temperaturno občutljivo alkalno fosfatazo (Thermosensitive FastAP). 
Restrikcijska mešanica je vsebovala 10 µl 10-kratnega reakcijskega pufra FastDigest; 
4 µl HindIII; 2 µl alkalne fosfataze; 48 µl plazmida pJET1.2/blunt z bleomicinsko 
kaseto in robnima zaporedjema gena ApTRP1 ter vodo Milli-Q do končnega volumna 
100 µl. Mešanico smo 45 min inkubirali pri 37 °C in inaktivirali z 10-minutno 
inkubacijo pri 80 °C. Lineariziran in defosforiliran  plazmid smo očistili s kompletom 
reagentov »GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit«.  
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3.15 Kloniranje USER 
Produkta PCR, regiji A in B, smo v lineariziran in defosforiliran plazmid pFC332 vnesli 
s kloniranjem USER. Pri pripravi reakcijske mešanice smo upoštevali, da je molarno 
razmerje pFC332:regija A:regija B enako 1:1:1. Reakcijska mešanica je bila sestavljena 
iz 1 µl lineariziranega in defosforiliranega plazmida pFC332 (40 ng/µl); 1 µl regije A 
(100 ng/µl); 1 µl regije B (200 ng/µl); 1,2 µl pufra CutSmart; 1 µl encimov USER in 
vodo Milli-Q do končnega volumna 12 µl. Mešanico smo inkubirali 15 min pri 37 °C, 
nato še 15 min pri sobni temperaturi. Sledila je transformacija kemijsko kompetentnih 
celic. 
 
3.16 Priprava in transformacija kemijsko kompetentnih celic E. coli  
Kompetentne celice smo pripravili po protokolu [52]. Na kratko, E. coli XL1-Blue 
MRF` smo nacepili na plošče trdnega gojišča LB in jih inkubirali pri 37 °C. V 100 ml 
gojišča SOB smo vcepili 1 kolonijo in inkubirali pri temperaturi 37 °C ob stresanju pri 
180 vrt./min do optične gostote (OD600) 0,23. Kulturo smo prenesli v 50-mililitrske 
centrifugirke, jih inkubirali 10 min na ledu in nato centrifugirali 10 min pri 2700 × g. 
Gojišče smo odlili, usedlino pa suspendirali v 30 ml ohlajene raztopine 80 mM MgCl2 
in 20 mM CaCl2. Celice smo ponovno centrifugirali, supernatant odlili, usedlino pa 
suspendirali v 1 ml pufra s CaCl2 in glicerolom. Pripravili smo alikvote po 0,1 ml v 1,5-
mililitrskih centrifugirkah in jih shranili v zamrzovalniku pri temperaturi -80 °C. 
Transformacija kemijsko kompetentnih celic E. coli XL1-Blue MRF' je potekla s 
toplotnim šokom. Desetim µl reakcijske mešanice (reakcijska mešanica kloniranja 
USER) smo primešali 100 µl kompetentnih celic in jih 30 min inkubirali na ledu. Celice 
smo nato inkubirali 90 s pri 42 °C. Po 2-minutni inkubaciji na ledu, ki je sledila 
toplotnemu šoku, smo celicam dodali 0,5 ml gojišča SOB in jih inkubirali 45 min pri 
37 °C. Na koncu smo celice razmazali na trdno gojišče LB z ampicilinom. Slednje smo 
preko noči inkubirali pri 37 °C. 
 
3.17 Ligacija bleomicinske kasete z robnima zaporedjema in plazmida 
pJET1.2/blunt 
Bleomicinsko kaseto z robnima zaporedjema gena ApTRP1 smo ligirali v vektor 
pJET1.2/blunt s kompletom reagentov »CloningJET PCR Cloning Kit«. Reakcijska 
mešanica je vsebovala 10 µl 2-kratnega reakcijskega pufra; 1 µl DNA-ligaze T4; 0,3 µl 
bleomicinske kasete z robnima zaporedjema gena ApTRP1 (400 ng/µl); 1 µl plazmida 
pJET1.2/blunt (50 ng/µl); 6 µl 5 M betaina in vodo Milli-Q do končnega volumna 26 µl.  
Pri pripravi mešanice smo upoštevali molarno razmerje 1:3 plazmida in inserta. 
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Mešanico smo dobro premešali in 30 min inkubirali pri 22 °C. Sledila je transformacija 
celic E. coli XL1-Blue MRF' s kompletom reagentov »TransformAid Bacterial 
Transformation Kit«. V naslednjem koraku smo plazmide izolirali s kompletom 
reagentov »GeneJET Plasmid Miniprep«. Sledila je restrikcija. 
 
3.18 Groba izolacija DNA A. pullulans 
Celične lizate oz. neočiščeno DNA kolonij A. pullulans, ki so zrasle na selektivnem 
gojišču smo pripravili z reagentom PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent. Pri 
pripravi smo sledili navodilu proizvajalca. V 40 µl reagenta smo suspendirali polno 
cepilno zanko kolonije in močno premešali. Suspenzijo smo 10 min inkubirali pri 
temperaturi 98 °C in nato še 2 min pri sobni temperaturi. Vsebino smo centrifugirali, 
supernatant prenesli v sveţo mikrocentrifugirko in uporabili v reakciji PCR. 
 
3.19 Transformacija A. pullulans 
Ko smo imeli pripravljene vse konstrukte, smo jih vnesli v celice Aureobasidium 
pullulans EXF-150. Preizkusili smo štiri protokole elektroporacije. V 100 ml gojišča 
YPD smo vcepili polno cepilno zanko 72-urne kulture Aureobasidium pullulans EXF-
150 s trdnega gojišča YPD in preko noči stresali pri temperaturi 24 °C, 180 vrt./min. Sto 
µl prekonočne kulture smo prenesli v 100 ml sveţega YPD in stresali pribliţno 20 ur pri 
24 °C do OD600 0,6. Te celice smo uporabili za nadaljnje delo. 
Elektroporacija s predhodnim spiranjem celic z 10-odstotnim glicerolom 
Petdeset ml kulture s koncentracijo 2,04 × 107 celic/ml smo centrifugirali 3 min pri 
5000 × g in temperaturi 4 °C. Gojišče smo odlili, usedlino pa sprali z 20 ml hladnega 
10-odstotnega glicerola. Postopek smo ponovili 3-krat. Po spiranju smo usedlino 
suspendirali v 10-odstotnem glicerolu do koncentracije 5 × 108 celic/ml. Odpipetirali 
smo 100 µl celic in jim primešali 0,5 µl plazmida CRISPR-Cas9 (778 ng/µl) ter 4,5 µl 
bleomicinske kasete z robnima zaporedjema gena ApTRP1 (158 ng/µl). Mešanico celic 
in DNA smo prenesli v ohlajeno kiveto za elektroporacijo in izvedli elektroporacijo s 
1500 V/cm
3
. Nato smo suspenziji celic hitro dodali 0,5 ml gojišča YPD in jih stresali 
3 ure pri 24 °C in 180 vrt./min. Po končani inkubaciji smo suspenzijo celic centrifugirali 
3 min pri 5000 × g, gojišče odlili, usedlino pa suspendirali v 100 µl gojišča YNB. 
Devetdeset µl suspenzije smo razmazali na selektivno trdno gojišče YNB s CSM, 
higromicinom, zeocinom in 5-FAA, 10 µl pa na trdno gojišče YNB s CSM. Gojišča 
smo inkubirali 2–3 tedne pri 24 °C. 
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Elektroporacija s predhodno obdelavo celic z LiAc 
Petdeset ml kulture smo prenesli v 50-mililitrsko centrifugirko in jo inkubirali 10 min 
na ledu. Celice smo nato poţeli s 3-minutnim centrifugiranjem pri 5000 × g in 
temperaturi 4 °C. Gojišče smo odlili, usedlino pa 2-krat sprali s 25 ml hladne vode 
Milli-Q. V naslednjem koraku smo usedlino sprali z 2 ml 1 M sorbitola. Po 
centrifugiranju in dekantiranju sorbitola smo celice obdelali z 2 ml pufra LiTE s 25 mM 
DTT. Slednje smo nato še 2-krat sprali z 2 ml 1 M sorbitola, na koncu pa suspendirali v 
250 µl 1 M sorbitola. Petdesetim µl celic smo primešali 0,5 µl plazmida CRISPR-Cas9 
(778 ng/µl) in 4,5 µl bleomicinske kasete z robnima zaporedjema gena ApTRP1 
(210 ng/µl). Suspenzijo celic in DNA smo 5 min inkubirali na ledu, nato prenesli v 
ohlajeno kiveto in izvedli elektroporacijo pri 1500 V/cm
3
. Celicam smo nato dodali 
0,5 ml gojišča YPD in jih 3 ure stresali pri 24 °C in 180 vrt./min. Po inkubaciji smo 
suspenzijo centrifugirali 3 min pri 5000 × g, nato pa usedlino suspendirali v 100 µl 
gojišča YNB. Pripravili smo 3 paralelke, ki smo jih v zadnjem koraku zdruţili. Sto µl 
suspenzije smo razmazali na selektivno trdno gojišče YNB s CSM, higromicinom, 
zeocinom in 5-FAA, 100 µl na selektivno trdno gojišče YNB s CSM, higromicinom in 
zeocinom, 90 µl na selektivno trdno gojišče YNB s CSM in higromicinom, 10 µl pa na 
trdno gojišče YNB s CSM. Gojišča smo inkubirali 2–3 tedne pri 24 °C. 
Elektroporacija protoplastov 
Petdeset ml kulture smo centrifugirali 3 min pri 5000 × g. Supernatant smo odlili, 
usedlino pa resuspendirali v 45 ml pufra OS. Suspenzijo smo nato ponovno 
centrifugirali 3 min pri 5000 × g in sobni temperaturi. Spiranje s pufrom OS smo 
ponovili še 1-krat. V naslednjem koraku smo usedlino suspendirali v 5 ml pufra OS z 
20 mg mešanice litičnih encimov iz Trichoderma harzianum in prelili v sterilno 20-
mililitrsko erlenmajerico. Protoplastiranje je potekalo 1 uro pri 24 °C in 50 vrt./min. Po 
inkubaciji smo mešanico centrifugirali 10 min pri 804 × g in temperaturi 4 °C. 
Supernatant smo odlili in usedlino neţno suspendirali v 45 ml elektroporacijskega 
pufra. Suspenzijo smo ponovno centrifugirali 10 min pri 804 × g in 4 °C. Supernatant 
smo odlili in celice resuspendirali v 250 µl elektroporacijskega pufra. K 50 µl celic smo 
dodali 0,5 µl plazmida CRISPR-Cas9 (778 ng/µl) in 4,5 µl bleomicinske kasete z 
robnima zaporedjema gena ApTRP1 (210 ng/µl) ter mešanico 5 min inkubirali na ledu. 
Slednjo smo prenesli v ohlajeno kiveto in izvedli elektroporacijo s 1500 V/cm
3
. Celicam 
smo nato dodali 0,5 ml gojišča YPD in jih 1 uro inkubirali pri 24 °C. Regenerirane 
celice smo 5 min centrifugirali pri 1000 × g in resuspendirali v 100 µl gojišča YNB. 
Devetdeset µl suspenzije smo razmazali na selektivno trdno gojišče YNB s CSM, 
higromicinom, zeocinom in 5-FAA, 10 µl pa na trdno gojišče YNB s CSM. Gojišča 
smo inkubirali 2–3 tedne pri 24 °C. 
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Elektroporacija s predhodnim spiranjem s pufrom A 
Petdeset ml kulture s koncentracijo 1 × 107 celic/ml smo inkubirali 10 min pri 
temperaturi 4 °C. Celice smo poţeli s 5-minutnim centrifugiranjem pri 4000 × g in 
4 °C. Nastalo usedlino smo 2-krat sprali v 50 ml pufra A s 4 mM DTT, na koncu pa ga 
suspendirali v 0,1 ml elektroporacijskega pufra. Zmešali smo 100 µl celic, 0,5 µl 
plazmida CRISPR-Cas9 (778 ng/µl) in 4 µl bleomicinske kasete z robnima zaporedjema 
gena ApTRP1 (250 ng/µl) ter prenesli v ohlajeno kiveto za elektroporacijo. 
Elektroporacijo smo izvedli pri 1500 V/cm
3
. Celicam smo nemudoma dodali 0,5 ml 
gojišča YPD. Sledila je 1-urna regeneracija pri 24 °C in stresanju 180 vrt./min. V 
naslednjem koraku smo celice centrifugirali 3 min pri 4000 × g in sobni temperaturi, 
supernatant odlili, usedlino pa suspendirali v tekočem gojišču YNB s CSM in 
triptofanom. V zadnjem koraku smo zdruţili 2 paralelki in po 100 µl razmazali na 
selekcijsko trdno gojišče YNB s CSM, triptofanom ter 5-FAA. Gojišča smo inkubirali 
2–3 tedne pri 24 °C. 
Uspešnost transformacije smo ţeleli izboljšati tudi z dodatkom enoveriţne nosilne DNA 
k mešanici celic, plazmida CRISPR-Cas9 in bleomicinske kasete z robnima 
zaporedjema gena ApTRP1. Kot nosilno DNA smo uporabili DNA, izolirano iz 
spermijev lososa. Enoveriţna nosilna DNA je bila raztopljena v 10 mM Tris-HCl in 
1 mM Na2EDTA pH 8. Pripravili smo raztopino s koncentracijo 2 mg/ml, naredili 
alikvote in jih zamrznili na -80 °C. Alikvot enoveriţne nosilne DNA smo denaturirali s 
5-minutno inkubacijo v vreli vodi, nato pa jo do uporabe shranili na ledu. Mešanici 
plazmida CRISPR-Cas9 in bleomicinske kasete z robnima zaporedjema gena ApTRP1 
smo dodali 5 µl ohlajene nosilne DNA. Sledila je elektroporacija celic s pripravljeno 
mešanico. 
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4 Rezultati 
4.1 Bioinformatska določitev zaporedja gena ApTRP1 in načrtanje 
začetnih oligonukleotidov za pomnožitev bleomicinske kasete ter 
sestavo plazmida CRISPR-Cas9 
V genomu organizma Aureobasidium pullulans smo z orodjem BLASTn poiskali 
zaporedje (ApTRP1), ki je bilo podobno zaporedju gena TRP1 iz organizma 
Saccharomyces cerevisiae. Gen ApTRP1 je dolg 2310 bp, 5`-robno zaporedje je dolgo 
581 bp, 3`-robno zaporedje pa 509 bp (slika 16). Robni zaporedji sluţita kot matrici pri 
popravljanju dvojnega preloma DNA s homologno rekombinacijo in s tem tudi vgradnji 
bleomicinske kasete v genom. Načrtali smo začetne oligonukleotide za pomnoţitev 5`- 
in 3`-robnih zaporedij gena ApTRP1.  
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Slika 16: Gen ApTRP1 z robnima zaporedjema. Z rdečo barvo je obarvano kodirajoče zaporedje gena 
ApTRP1, s sivo barvo pa robni zaporedji gena. Z rumeno barvo je obarvano zaporedje začetnega 
oligonukleotida Trp15F, s svetlo modro pa zaporedje naleganja Trp15R, ki pomnoţita modro obarvano 
5`-robno zaporedje gena ApTRP1. Z zeleno barvo je obarvano zaporedje oligonukleotida Trp13F, s sivo 
pa zaporedje naleganja Trp13R, ki pomnoţita črno obarvano 3`-robno zaporedje gena ApTRP1. Z 
vijolično barvo je obarvano zaporedje protovmesnika, zaporedje PAM je podčrtano. 
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Izbrali smo protovmesnik dolţine 20 bp, z zaporedjem PAM 5`-AGG-3` in najvišjo 
oceno verjetnosti tarčnega delovanja. Protovmesnik, z zaporedjem 
CAATTGCCAAACGAGACCAG, se nahaja 19 bp navzgor od začetnega kodona gena 
ApTRP1.  
Pripravo plazmida CRISPR-Cas9 smo začeli z načrtovanjem začetnih oligonukleotidov. 
Za pomnoţitev regije A smo načrtali začetni oligonukleotid AR, za pomnoţitev regije B 
pa začetni oligonukleotid BF (tabela 19). AF in BR so ţe načrtali Nødvig in sod. 
(tabela 12). 
 
Tabela 19: Zaporedje začetnih oligonukleotidov za pomnoţevanje regij A in B. S temno modro sta 
označeni zaporedji x, z vijolično so označeni uracili, z rdečo je prikazan ribocim v obliki kladiva, s svetlo 
modro je označeno zaporedje komplementarnega HH, z oranţno promotor gena gpdA, s svetlo zeleno 
protovmesnik, s temno zeleno enojna usmerjevalna RNA in ribocim virusa hepatitis delta, z roza 
terminator gena trpC, s črno sta označeni 5`- ter 3`-končni zaporedji. Zaporedje komplementarnega HH je 
enako prvim šestim nukleotidom protovmesnika (podčrtani del zaporedja). 
Ime  Zaporedje začetnega oligonukleotida 
AR AGCTTAC U CGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAG CAATTG 
CGGTGATGTCTGCTCAAGCG 
BF AGTAAGC U CAATTGCCAAACGAGACCAG 
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA 
AF GGGTTTAA U GCGTAAGCTCCCTAATTGGC 
BR GGGTTTAA U GAGCCAAGAGCGGATTCCTC 
 
 
Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov za pomnoţitev zapisa odpornosti proti 
bleomicinu smo uporabili plazmidno karto pFC333. Začetna oligonukleotida sta bila 
dolga 35 bp (tabela 20). Z 20 bp sta se prilegala na 5`- oz. 3`-konec bleomicinske 
kasete. Petnajst bp dolg štrleči konec oligonukleotida TRP1BleF je bil enak 3`-koncu 
5`-robnega zaporedja, štrleči konec TRP1BleR pa 5`-koncu 3`-robnega zaporedja gena 
ApTRP1. 
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Tabela 20: Zaporedji začetnih oligonukleotidov za pomnoţitev zapisa za odpornost proti bleomicinu. 
Odebeljenih 20 bp se prilega na 5` (TRP1BleF)- oz. 3` (TRP1BleF)-konec bleomicinske kasete. 
Neodebeljeni del zaporedja predstavlja 3`-konec 5`-robnega zaporedja (TRP1BleF) oz. 5`-konec 3`-
robnega zaporedja (TRP1BleF) gena ApTRP1. 
Ime Zaporedje začetnega oligonukleotida 
TRP1BleF AGACACACGCCAAGAAGTTTTCTCGTCCACCCCAA 
TRP1BleR TGGACAGAAGGTGTAGACGACCGTTGATCTGCTTG 
 
 
4.2 Sestavljanje plazmida CRISPR-Cas9 
Plazmid CRISPR-Cas9 smo sestavili iz regij A in B  ter plazmida pFC332. Regija A je 
sestavljena iz zaporedij za izvedbo kloniranja USER, dela promotorja gena gpdA, kHH 
in dela zapisa za ribocim HH. Regija B je prav tako sestavljena iz zaporedij za izvedbo 
kloniranja USER, zapisa za ribocima HH in HDV, ogrodja sgRNA, protovmesnika ter 
terminatorja gena trpC (slika 7; B). Regiji A in B smo pomnoţili z reakcijo PCR s 
padajočo temperaturo prileganja (slika 17). Velikost regije A je 545 bp, velikost regije 
B pa 393 bp. Pri pomnoţevanju smo optimizirali število ciklov in temperaturo 
prileganja v prvem ter drugem delu reakcije. V prvem delu reakcije se je prileganje 
začelo pri temperaturi 70 °C in se z vsakim ciklom zniţalo za 1 °C. Prileganje se je 
končalo pri 60 °C, ko smo izvedli 10 ciklov oz. pri 55 °C, ko smo izvedli 15 ciklov. Pri 
reakcijah, kjer smo izvedli 15 ciklov pomnoţevanja v prvem delu, je prileganje v 
drugem delu reakcije potekalo pri temperaturi 55 °C, 57,8 °C, 60,4 °C, 62,9 °C ali 
65 °C. Pri reakcijah z 10 cikli faze prileganja prvega dela reakcije pa pri 60,1 °C, 
61,9 °C, 66,4 °C, 68,3 °C ali 70,1 °C. Pri vseh pogojih smo dobili ustrezne produkte.  
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Slika 17: Produkti PCR regij A in B. Regiji poleg zaporedij za sestavljanje s kloniranjem USER, 
vsebujeta še zapisa za ribocima HH in HDV, zapis za ogrodje sgRNA, protovmesnik, promotor gena 
gpdA oz. terminator gena trpC. Regiji smo pomnoţili z reakcijo PCR s padajočo temperaturo prileganja. 
Pri  vzorcih označenih 1–5 je pomnoţevanje v prvem delu poteklo v 15 ciklih (70 °C–55 °C) in pri 
temperaturah prileganja 55 °C (1), 57,8 °C (2), 60,4 °C (3), 62,9 °C (4) ter 65 °C (5) v drugem delu 
reakcije. Pri vzorcih 6–10 je prileganje v prvem delu poteklo v 10 ciklih (70 °C–60 °C), v drugem delu pa 
je bila temperatura prileganje 60,1 °C (6), 61,9 °C (7), 66,4 °C (8), 68,3 °C (9) oz. 70,1 °C (10). Velikost 
pomnoţkov smo določili primerjalno s pomočjo mešanice fragmentov DNA znanih velikosti »GeneRuler 
100 bp Plus DNA Ladder« (L). Pričakovana velikost regije A je 545 bp, velikost regije B pa 393 bp. 
 
Za pomnoţevanje regij A in B (slika 7; B) smo izbrali pogoje PCR s padajočo 
temperaturo prileganja z najbolj specifičnim in intenzivnim pomnoţevanjem. Slednje je 
poteklo pri padajoči temperaturi prileganja 70 °C–55 °C v prvem delu reakcije 
(15 ciklov) in pri temperaturi prileganja 65 °C v drugem delu reakcije (slika 18). 
Pomnoţke smo očistili s kompletom reagentov »GeneJET Extraction Kit« in jim na 
spektrofotometru Nanodrop 1000 izmerili koncentracijo. Koncentracija regije A je bila 
50 ng/µl, koncentracija regije B pa 60 ng/µl. 
Plazmid pFC332 smo linearizirali z restrikcijskima endonukleazama PacI in Nt.BbvCI. 
Uspešnost linearizacije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (slika 18). Na 
agaroznem gelu smo signal lineariziranega (slika 18; vzorec 1) primerjali s signalom 
nerezanega plazmida (slika 18; vzorec 2). Pri vzorcu z lineariziranim plazmidom ne 
opazimo kroţne oblike plazmida. Lineariziran plazmid smo izrezali iz gela, ga očistili s 
kompletom reagentov »GeneJET Extraction Kit«, nato ga defosforilirali in ponovno 
očistili. Koncentracijo smo izmerili na spektrofotometru Nanodrop1000. Koncentracija 
rezanega plazmida pFC332 je bila 40 ng/µl. 
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Slika 18: Linearizacijo plazmida pFC332 in pomnoţitev regij A ter B. Ponovili smo pomnoţevanje regij 
A (A) in B (B) z reakcijo PCR s padajočo temperaturo prileganja pri temperaturi prileganja 70 °C–55 °C 
v prvem delu reakcije in temperaturi prileganja 65 °C v drugem delu reakcije. Pričakovana velikost regije 
A je 545 bp, velikost regije B pa 393 bp. Vzorec 2 predstavlja nerezan kroţni plazmid pFC332, vzorec 1 
pa lineariziran plazmid pFC332. Velikost fragmentov in pomnoţkov smo določili z lestvico »MassRuler 
DNA Ladder« (L2) oz. »GeneRuler 100 kb Plus DNA Ladder« (L1).  
 
Pomnoţka A in B ter lineariziran plazmid pFC332 smo sestavili v plazmid CRISPR-
Cas9 s kloniranjem USER v E. coli XL1 Blue MRF'. Z reakcijo PCR na osnovi kolonije 
smo v izbranih kolonijah transformirane E. coli preverili prisotnost sestavljenega 
plazmida. Z začetnima oligonukleotidoma pFC332seqF in pFC332seqR smo pomnoţili 
del plazmida ter obe vstavljeni regiji. Velikost pomnoţka je bila 999 bp. Pomnoţke, 
ustreznih velikosti, smo dobili pri kolonijah številka 1, 2, 3, 4, 8, 15, 20, 21, 25, 26, 27 
in 28 (slika 19). Pri ostalih kolonijah pomnoţka nismo dobili. Negativna kontrola (K), 
vzorec brez dodanega celičnega lizata, je bila po pričakovanju negativna. Za nadaljnje 
delo smo izbrali kolonijo 1, jo namnoţili in plazmid CRISPR-Cas9 izolirali iz kulture 
ter izmerili njegovo koncentracijo. Koncentracija plazmida CRISPR-Cas9, izoliranega 
iz kolonije št. 1, je bila 778 ng/µl. 
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51 
 
 
Slika 19: Pomnoţki dela plazmida CRISPR-Cas9 in vstavljenih regij A ter B. Z reakcijo PCR na osnovi 
kolonije smo zasledovali, katere kolonije vsebujejo pravilno sestavljen plazmid CRISPR-Cas9. S 
številkami so označene kolonije, ki smo jih analizirali. Pričakovana velikost pomnoţka je 999 bp. Pri 
negativni kontroli (K-) nismo dobili pomnoţka, ker smo namesto matrične DNA dodali vodo. Pri vzorcih 
1, 2, 3, 4, 8, 15, 20, 21, 25, 26, 27 in 28 smo pomnoţili fragment ustrezne velikosti. Te kolonije vsebujejo 
plazmid CRISPR-Cas9. Velikost pomnoţkov smo določili z lestvico »GeneRuler 100 kb Plus DNA 
Ladder« (L1) in »GeneRuler 1 kb DNA Ladder« (L2). 
 
 
4.3 Sestavljanje zapisa za odpornost proti bleomicinu z robnima 
zaporedjema gena ApTRP1 
Zapis za odpornost proti bleomicinu smo pomnoţili s smernim TRPBleF in 
protismernim TRP1BleR začetnim oligonukleotidom. Preizkusili smo različne 
temperature prileganja. Prileganje začetnih oligonukleotidov je poteklo pri 60,1 °C, 
61,9 °C, 63,8 °C, 66,4 °C, 68,3 °C in 70,1 °C (slika 20). Pri vseh 6 temperaturah 
prileganja smo dobili pomnoţke velike 1338 bp, ki so ustrezali velikosti kasete z 
zapisom za odpornost proti bleomicinu. Kot optimalno temperaturo prileganja smo 
izbrali 68 °C, saj je signal tu najbolj intenziven, pomnoţili kaseto, z agarozno gelsko 
elektroforezo preverili učinkovitost pomnoţevanja, iz gela izolirali pomnoţek s 
kompletom reagentov »GeneJET Extraction Kit« in izmerili njegovo koncentracijo. 
Koncentracija izolirane bleomicinske kasete je bila 120 ng/µl. 
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Slika 20: Pomnoţki zapisa za odpornost proti bleomicinu. Vzorci 1–6 se med seboj razlikujejo v 
temperaturi prileganja začetnih oligonukleotidov. Prileganja je pri prvem vzorcu poteklo pri 60,1 °C, pri 
nadaljnjih vzorcih pa pri 61,9 °C (2), 63,8 °C (3), 66,4 °C (4), 68,3 °C (5) in 70,1 °C (6). Pričakovana 
velikost je bila 1338 bp. Velikost smo določili z lestvico »GeneRuler 1 kb DNA Ladder« (L).  
 
Robno zaporedje 5` gena ApTRP1 smo pomnoţili z začetnima oligonukleotidoma 
Trp15F in Trp15, 3`-robno zaporedje pa s Trp13F ter Trp13R. Kot matrično DNA smo 
uporabili genomsko DNA Aureobasidium pullulans EXF-150. Preizkusili smo več 
različnih temperatur prileganja začetnih oligonukleotidov. Prileganje je poteklo pri 
temperaturah 52 °C, 53,7 °C, 56,1 °C, 57,4 °C, 60 °C in 61,9 °C (slika 21). Velikost 5`-
robnega zaporedja je 581 bp, 3`-robnega  zaporedja pa 509 bp. Pri vseh temperaturah 
smo dobili pomnoţke ustreznih velikosti. Pri vzorcih 1, 2, 3, 7 in 8 smo poleg 
ustreznega fragmenta, dobili tudi pomnoţke drugih velikosti. Slednji nastanejo zaradi 
nespecifičnega prileganja začetnih oligonukleotidov. PCR smo ponovili pri temperaturi 
prileganja 60 °C, zaradi specifičnega pomnoţevanja in intenzitete signala. Uspešnost 
pomnoţevanja smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, iz gela izolirali pomnoţka 
s kompletom reagentov »GeneJET Extraction Kit« in določili koncentracijo DNA s 
spektrofotometrom Nanodrop 1000. Koncentracija 5`-robnega zaporedja je bila 
74 ng/µl, 3`-robnega zaporedja pa 73 ng/µl. 
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Slika 21: Produkti PCR  5` (1–6)- in 3`(7–12)-robnega zaporedja gena ApTRP1. Prileganje je poteklo pri 
temperaturi 52 °C (vzorec 1, 7), 53,7 °C (vzorec 2, 8), 56,1 °C (vzorec 3, 9), 57,4  °C (vzorec 4, 10), 
60 °C (vzorec 5, 11) in 61,9 °C (vzorec 6, 12). Pričakovana velikost 5`-robnega zaporedja je 581 bp, 3`-
robnega zaporedja pa 509 bp. Dolţino pomnoţkov smo določili z lestvicama DNA fragmentov znanih 
velikosti »GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder« (L1) in »GeneRuler 1 kb DNA Ladder« (L2). 
 
Kaseti z zapisom za odpornosti proti bleomicinu smo s PCR s padajočo temperaturo 
prileganja dodali 5`- in 3`-robni zaporedji gena TRP1 A. pullulans, ki sta v reakciji 
sluţili kot začetna oligonukleotida. Prileganje se je v prvem delu PCR začelo pri 70 °C 
in se vsak cikel zniţalo za 1 °C do 60 °C (10 ciklov). Preizkusili smo tudi različne 
temperature prileganja v drugem delu reakcije. Prileganje je poteklo pri temperaturi 
60 °C, 62 °C, 64 °C, 66 °C, 68 °C, 70 °C in 72 °C (slika 22). Dolţina sestavljenega 
fragmenta je bila 2398 bp. Pri vseh testiranih temperaturah smo dobili pomnoţke 
ustrezne velikosti. Po agarozni elektroforezi smo na gelu opazili tudi dodaten šibek 
signal pri velikosti 500 bp, ki odgovarja  robnima zaporedjema gena ApTRP1 in pa 
signal velikosti 1300 bp, ki odgovarja kaseti z zapisom za odpornost proti bleomicinu 
(dejanska velikost 1338 bp). Pri temperaturah prileganja 66 °C (vzorec 5), 68 °C 
(vzorec 6) in 70 °C (vzorec 7) smo dobili še dodatne fragmente, ki pripadajo 
bleomicinski kaseti z enim od robnih zaporedjih gena ApTRP1. V nadaljevanju smo 
PCR izvedli pri temperaturi prileganja 64 °C, zaradi intenzitete signala in specifičnega 
pomnoţevanja, z agarozno elektroforezo preverili uspešnost pomnoţevanja, s 
kompletom reagentov »GeneJET Extraction Kit«  izolirali pomnoţek iz gela in določili 
njegovo koncentracijo s spektrofotometrom Nanodrop1000. Koncentracija zapisa za 
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odpornost proti bleomicinu s 5`- in 3`- robnima zaporedjema gena ApTRP1 je 
158 ng/µl. 
 
 
Slika 22: PCR-produkti zapisa za odpornost proti bleomicinu s 5`- in 3`-robnima zaporedjema gena 
ApTRP1. Z reakcijo PCR s padajočo temperaturo prileganja smo sestavili 5`- oz. 3`-robni zaporedji gena 
TRP1 A. pullulans in zapis za odpornost proti bleomicinu. Preizkusili smo različne temperature prileganja 
v drugem delu reakcije PCR. Prileganje je poteklo pri temperaturi 60 °C (vzorec 1), 62 °C (vzorec 2), 
64 °C (vzorec 3), 66 °C (vzorec 4), 68 °C (vzorec 5), 70 °C (vzorec 6) in 72 °C (vzorec 7). Pričakovana 
velikost pomnoţka je 2400 bp. Dolţino fragmentov smo določili z lestvico DNA fragmentov znanih 
velikosti »GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder« (L). 
 
 
4.4 Vnos plazmida CRISPR-Cas9 in bleomicinske kasete v celice A. 
pullulans ter potrjevanje mutant 
Z elektroporacijo Aureobasidium pullulans EXF-150 smo v celice vnesli plazmid 
CRISPR-Cas9 in kaseto z zapisom za odpornost proti bleomicinu z robnima 
zaporedjema gena ApTRP1. Celice smo pred elektroporacijo obdelali z različnimi 
raztopinami. Po obdelavi z 10-odstotnim glicerolom in elektroporaciji smo celice 
nanesli na selektivno gojišče YNB s CSM, higromicinom, zeocinom in 5-FAA. Z 
dodatkom higromicina v gojišče smo preverjali vnos plazmida CRISPR-Cas9 v celice. 
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Do izraţanja nukleaze Cas9 in cepitve tarčnega dela DNA (v genu ApTRP1), je prišlo 
zgolj v primeru uspešnega vnosa plazmida. Zapis odpornosti za bleomicin omogoča 
selekcijo z antibiotikom zeocinom. Z dodatkom zeocina smo preverjali uspešnost 
homologne rekombinacije in s tem vgradnje bleomicinske kasete v genom organizma na 
mesto gena ApTRP1. Poleg obeh antibiotikov, smo uporabili tudi protiselekcijski 
označevalec 5-FAA. Samo organizem s funkcionalnim genom TRP1 pretvori 5-FAA v 
toksično molekulo, ki povzroči propad celice. Preţivijo lahko le celice z izbitim genom 
TRP1. Del celic smo nanesli tudi na neselektivno trdno gojišče YNB s CSM, saj smo 
ţeleli preveriti v kolikšni meri celice preţivijo obdelavo z različnimi raztopinami in 
elektroporacijo. Iz rasti na trdnem gojišču YNB s CSM je razvidno, da glicerol in 
elektroporacija v večji meri ne vplivata na preţivetje, saj je rast elektroporiranih celic 
skoraj konfluentna (slika 23; A). Na selektivnem trdnem gojišču YNB s CSM, 
higromicinom, zeocinom in 5-FAA ni nobene transformante (slika 23; B). 
Transformacija z elektroporacijo in predhodno obdelavo z 10-odstotnim glicerolom ni 
uspela. 
Celice smo obdelali tudi z litijevim acetatom in jih po elektroporaciji razmazali na 
neselektivno trdno gojišče YNB s CSM (slika 23; C) in selekcijsko trdno gojišče YNB s 
CSM, higromicinom, zeocinom in 5-FAA (slika 23; D). Obdelava z litijevim acetatom 
in elektroporacija bistveno ne vplivata na preţivetje celic. Rast na neselektivnem 
gojišču je skoraj konfluentna, na selektivnem gojišču rasti nismo opazili. 
Transformacija ni bila uspešna. 
Poleg obdelave z raztopino glicerola oz. litijevega acetata, smo celice tudi 
protoplastirali z mešanico litičnih encimov iz Trichoderma harzianum. Sledila je 
elektroporacija in nanos na enaka gojišča, kot pri predhodnih dveh postopkih. Na 
neselektivnem gojišču (slika 23; E) smo opazili rast v obliki posameznih kolonij. S 
protoplastiranjem se preţivetje celic zmanjša. Na selektivnem gojišču rasti ni bilo (slika 
23; F). Transformacija prav tako ni bila uspešna. 
 
56 
 
 
Slika 23: Rast A. pullulans po transformaciji s plazmidom CRISPR-Cas9 in bleomicinsko kaseto z 
elektroporacijo. Rast celic na neselektivnem trdnem gojišču YNB s CSM po obdelavi z 10-odstotnim 
glicerolom (A), litijevim acetatom (C) oz. protoplastiranju (E) ter elektroporaciji celic. Rast celic na 
selektivnem gojišču YNB s CSM, higromicinom, zeocinom in 5-FAA po obdelavi celic z 10-odstotnim 
glicerolom (B), litijevim acetatom (D) ali protoplastiranju (F) ter elektroporaciji celic. 
 
Ker je najmanj celic propadlo pri obdelavi z litijevim acetatom, smo naslednjo 
transformacijo izvedli po tem postopku. Celice smo po obdelavi z litijevim acetatom in 
elektroporaciji nanesli na dve selektivni gojišči. Uporabili smo selektivno trdno gojišče 
YNB s CSM in higromicinom ter selektivno trdno gojišče YNB s CSM,  higromicinom 
in zeocinom. Rast smo opazili na selektivnem gojišču s higromicinom (slika 24; A), 
rasti na gojišču s higromicinom in zeocinom ni bilo (slika 24; B). 
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Slika 24: Rast A. pullulans po transformaciji s plazmidom CRISPR-Cas9 in bleomicinsko kaseto po 
obdelavi z litijevim acetatom in elektroporaciji celic. Transformante na selektivnem trdnem gojišču YNB 
s CSM in higromicinom (A) oz. YNB s CSM, higromicinom in zeocinom (B). 
 
Iz gojišča YNB s CSM in higromicinom (slika 26; A) smo 14 kolonij precepili na enako 
selektivno gojišče (slika 26; B). Vse precepljene kolonije so zrasle. Naključno smo 
izbrali 6 kolonij, iz njih pripravili lizate in jih analizirali s PCR. Z začetnima 
oligonukleotidoma pFC332seqF in pFC332seqR smo preverili prisotnost plazmida 
CRISPR-Cas9 (slika 25). Fragment, primerne dolţine 1019 bp, smo pomnoţili zgolj pri 
koloniji številka 2. Pri ostalih kolonijah nismo dobili pomnoţka. 
 
 
Slika 25: Pomnoţki odseka na plazmidu CRISPR-Cas9. Po elektroporaciji celic obdelanih z litijevim 
acetatom in gojenju na selektivnem gojišču YNB s CSM in higromicinom smo analizirali šest zraslih 
transformant. Pričakovana velikost pomnoţka je bila 1019 bp. Pri koloniji številka 2 smo pomnoţili del, 
ki dokazuje prisotnost plazmida CRISPR-Cas9 in s tem tudi uspešnost transformacije. Z lestvico DNA 
fragmentov znanih velikosti »Generuler 1 kb Ladder« (L) smo določili velikost pomnoţka. 
1000 bp 
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Transformacija s plazmidom CRISPR-Cas9 je uspela samo pri koloniji številka 2. 
Slednjo smo nacepili do posameznih kolonij na selektivno trdno gojišče YNB s CSM in 
higromicinom. Vseh 14 novo zraslih kolonij (slika 26; C) smo precepili na novo 
selektivno trdno gojišče YNB s CSM in zeocinom (slika 26; D). Tudi na tem 
selekcijskem gojišču so zrasle vse kolonije. Sklepamo, da se je kaseta z zapisom za 
odpornost proti bleomicinu integrirala v genom A. pullulans na mesto gena TRP1, hkrati 
pa se je protein Shbleo, ki omogoča odpornost, uspešno izraţal. Nato smo jih precepili 
na selektivno trdno gojišče YNB s CSM, higromicinom, zeocinom in 5-FAA (slika 26; 
E) ter na selektivno trdno gojišče YNB s CSM, higromicinom, zeocinom, 5-FAA in 
triptofanom (slika 26; F). Na gojišču s higromicinom, zeocinom in 5-FAA so zrasle 
kolonije 1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 in 14. Z rastjo kolonij na gojišču s 
protiselekcijskim označevalcem 5-FAA smo potrdili prekinitev gena TRP1, saj ostaja 
molekula 5-FAA nespremenjena in netoksična za organizem. Na podobnem 
selektivnem gojišču z dodatkom triptofana rastejo kolonije 1, 2, 5, 8, 9, 10, 11, 12 in 13. 
Triptofan smo dodali v gojišče z namenom izboljšanja rasti. V primerjavi z gojiščem 
brez dodatnega triptofana, je izboljšana rast le posameznih kolonij, ne pa vseh. 
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Slika 26: Rast A. pullulans po transformaciji s plazmidom CRISPR-Cas9 in bleomicinsko kaseto po 
obdelavi celic z Li-acetatom in elektroporaciji. Rast na neselektivnem gojišču YNB s CSM (A). Rast na 
selektivnem gojišču YNB s CSM in higromicinom. Izbrali smo 14 kolonij in jih nacepili na enako 
selektivno gojišče (B). S PCR smo potrdili, da kolonija številka 2 vsebuje plazmid CRISPR-Cas9. 
Slednjo smo nacepili do posameznih kolonij na enakem selektivnem gojišču (C). Vse zrasle kolonije smo 
nacepili na selektivno gojišče YNB s CSM in zeocinom (D). Nato smo kolonije precepili na dve 
selektivni gojišči: YNB s CSM, higromicinom, zeocinom, 5-FAA (E) in YNB s CSM, higromicinom, 
zeocinom, 5-FAA in triptofanom (F). S številkami so označene posamezne kolonije. 
 
Transformante smo s selektivnega trdnega gojišča YNB s CSM, higromicinom, 
zeocinom in 5-FAA precepili na plošče YNB in YNB s triptofanom. V primeru izbitega 
gena TRP1, kolonije na gojišču brez triptofana ne rastejo. Iz slike 27 vidimo, da vse 
kolonije rastejo na gojišču tako brez (A), kot pa tudi s triptofanom (B). Iz tega poskusa 
sledi, da nismo prekinili gena TRP1 v genomu A. pullulans. Rezultati rasti na 
selektivnem gojišču (slika 26; F) se razlikujejo od rezultatov rasti na gojišču brez 
triptofana (slika 27; A). 
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Slika 27: Test rasti transformant na gojišču brez (A) in s triptofanom (B). 
 
Preizkusili smo tudi elektroporacijo celic s predhodnim spiranjem s pufrom A. 
Uspešnost transformacije smo ţeleli izboljšati z dodatkom nosilne enoveriţne DNA 
transformacijski mešanici pred elektroporacijo. Sliki 28A in 28C predstavljata 
transformante, ki jim nismo dodali nosilne DNA, sliki 28B in 28D pa transformante z 
dodano nosilno DNA na selektivnih gojiščih. Iz rasti sklepamo, da dodatek nosilne 
DNA bistveno ne izboljša, niti poslabša uspešnosti transformacije A. pullulans. Po 
elektroporaciji smo celice nanesli na selektivni trdni gojišči YNB s CSM, triptofanom in 
5-FAA (slika 28; A in B) oz. na YNB s CSM, higromicinom, zeocinom, 5-FAA in 
triptofanom (slika 28; C in D). Rast posameznih kolonij smo opazili samo na gojišču 
YNB s CSM, triptofanom in 5-FAA (slika 28; A in B). Na gojišču YNB s CSM, 
higromicinom, zeocinom, 5-FAA in triptofanom rasti ni (slika 28; C in D). Ker kolonije 
rastejo na gojišču z dodanim 5-FAA, sklepamo, da smo uspešno prekinili izraţanje gena 
ApTRP1. 
 
 
Slika 28: Rast transformant A. pullulans na selektivnem gojišču YNB s CSM, triptofanom in 5-FAA (A in 
B) oz. YNB s CSM, triptofanom, higromicinom, zeocinom in 5-FAA (C in D). Transformacijo smo 
izvedli z (B, D) in brez (A, C) dodatka nosilne DNA. Rast opazimo samo na gojišču YNB s CSM, 
triptofanom in 5-FAA (A in B). Na selektivnem gojišču s higromicinom, zeocinom, triptofanom in 5-
FAA rasti ni (C in D). 
 
Dvajset transformant s selektivnega gojišča YNB s CSM, triptofanom in 5-FAA (slika 
29; A) smo precepili na enako gojišče (slika 29; B). Izbrali smo deset kolonij in jih 
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ponovno nacepili na YNB s CSM, triptofanom ter 5-FAA (slika 29; C). Vse  
transformante so zrasle. V naslednjem koraku smo jih nacepili na selektivno gojišče 
YNB s CSM, triptofanom, higromicinom, zeocinom in 5-FAA (slika 29; D). Tudi na 
tem gojišču so vse nacepljene kolonije zrasle. Celice so sposobne rasti na selektivnem 
gojišču z antimikotikoma in 5-FAA, kar pomeni, da bi morale vsebovati plazmid 
CRISPR-Cas9, v genomsko DNA vstavljen zapis za odpornost proti bleomicinu in 
prekinjen gen ApTRP1.  
 
 
Slika 29: Rast transformant A. pullulans, kjer so bile celice pred elektroporacijo obdelane s pufrom A. Po 
elektroporaciji smo jih nanesli na selektivno gojišče YNB s CSM, triptofanom in 5-FAA (A). Izbrali smo 
dvajset kolonij in jih nacepili na enako selekcijsko gojišče (B). Izbrali deset kolonij in jih nacepili na 
enako gojišče (C).Nato smo jih precepili na gojišče YNB s CSM, triptofanom, higromicinom, zeocinom 
in 5-FAA (D). 
 
Prekinitev gena TRP1 v genomu A. pullulans smo ţeleli potrditi tudi z reakcijo PCR 
(slika 30). Pripravili smo lizate vseh 10 kolonij (slika 29; D), ki smo jih dobili z 
elektroporacijo celic in predhodno obdelavo s pufrom A. Analizirali smo tudi kolonije 
1, 2, 9, 10, 11, 12 in 13, ki smo jih dobili z obdelavo z litijevim acetatom in 
elektroporacijo (slika 26; F). Uporabili smo začetna oligonukleotida Trp15F in Trp13R. 
V primeru mutant bi dobili pomnoţek dolţine 2398 bp, v primeru divjega tipa pa 
3660 bp. S slike gela (slika 30) vidimo, da smo pri kolonijah 2, 9, 10, 11, 2a, 3a, 4a, 6a 
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dobili pomnoţke velikosti okoli 3600 bp. Ti so ustrezali velikosti gena ApTRP1. Vse 
naštete kolonije A. pullulans so bile divjega tipa. Pri kolonijah 8a in 9a smo pomnoţili 
DNA velikosti pribliţno 3600 bp in 2400 bp. Zgornji pomnoţek je ustrezal velikosti 
gena ApTRP1, spodnji pa bi lahko ustrezal bleomicinski kaseti z robnima zaporedjema 
gena ApTRP1. Koloniji bi lahko bili mutanti. Pri koloniji 5a smo dobili pomnoţek 
dolţine 500 bp. Dolţina pomnoţka nakazuje na popoln izbris gena ApTRP1 in del 
homolognih regij. Pri ostalih vzorcih reakcija PCR ni uspela. 
 
 
Slika 30: Pomnoţki v regiji gena ApTRP1. Z reakcijo PCR smo poskušali identificirati vgradnjo kasete z 
zapisom za odpornost proti bleomicinu in hkrati tudi prekinjen gen TRP1 v genomu transformant A. 
pullulans. Pri kolonijah 2, 9, 10, 11, 2a, 3a, 4a, 6a smo pomnoţili del TRP1 velikosti 3600 bp, značilen za 
divji tip A. pullulans. Pri koloniji številka 5 smo pomnoţili 500 bp velik odsek, pri 8a in 9a pa dva 
odseka, velikosti pribliţno 3600 bp in 2400 bp. Zgornji produkt ustreza velikosti gena ApTRP1, spodnji 
pa bleomicinski kaseti z robnima zaporedjema gena ApTRP1. PCR pri ostalih vzorcih ni uspel. S K- je 
označena negativna kontrola. Velikost smo določili z lestvico DNA fragmentov znanih velikosti 
»Generuler 1 kb Ladder« (L1).  
 
PCR smo ponovili na lizatih kolonij 10, 9a, 8a in 5a. Izbrali smo kolonije z različno 
velikimi pomnoţki. PCR ni uspel pri nobenem vzorcu. V naslednjem koraku smo še 
enkrat poizkusili pomnoţiti del gena ApTRP1 kolonije 9a. Hkrati smo preverili ali na 
reakcijo PCR vpliva prisotnost inhibitorjev v lizatu, zato smo ga redčili v razmerju 1:10 
(slika 31). Pri neredčenem lizatu do pomnoţevanja ni prišlo (slika 31; vzorec 2), pri 10-
3000 bp 
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krat redčenem lizatu smo dobili pomnoţek velikosti 3600 bp, ki bi lahko pripadal genu 
ApTRP1 (slika 31; vzorec 1). 
 
Slika 31: Pomnoţki regije gena ApTRP1 kolonije 9a pri različno redčenih celičnih lizatih. Pričakovana 
velikost pomnoţka mutante je bila 2398 bp, divjega tipa pa 3600 bp. PCR je uspel, ko smo lizat redčili 
10-krat (1). V primeru neredčenega lizata (2) reakcija PCR ni uspela. Velikost smo določili z lestvico 
DNA fragmentov znanih velikosti »GeneRuler 100 bp Plus Ladder« (L). Vzorec 3 je negativna kontrola. 
 
Izvedli smo še PCR, kjer smo kot matrično DNA uporabili produkt PCR. Uporabili smo 
pomnoţke kolonije 9a, 10 in 9. Reakcija je uspela samo pri koloniji 10 (slika 32). Del 
pomnoţka kolonije 10 smo poslali na sekvenciranje. 
 
500 bp 
1000 bp 
3000 bp 
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Slika 32: Produkti PCR regije gena ApTRP1. Kot matrično DNA smo uporabili produkt prve reakcije 
PCR. Pričakovana velikost pomnoţka mutante je 2398 bp, divjega tipa pa 3600 bp. Analizirali smo 
kolonije 9a, 10 in 9. K- je negativna kontrola. Velikost DNA pomnoţkov smo določili z lestvico DNA 
fragmentov znanih velikosti »GeneRuler 1 kb Ladder« (L1) in »GeneRuler 100 bp Plus Ladder« (L2). 
 
Nukleotidno zaporedje pomnoţka kolonije 10, dobljenega s sekvenciranjem, smo z 
orodjem Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) prilegali na 
zaporedje genomske DNA A. pullulans (slika 33 in slika 34). Pričakovali smo, da bodo 
mutacije v delu protovmesnika oz. gena ApTRP1. Ugotovili smo, da ni prišlo do 
mutacije niti v predelu homolognih regij, niti v genu ApTRP1. Zaključimo lahko, da 
kolonija 10 nima izbitega gena ApTRP1. Prav tako kolonija 10 ni avksotrof A. 
pullulans.  
 
 
3000 bp 3000 bp 
1000 bp 1000 bp 
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Slika 33: Primerjava zaporedij navzdol od gena TRP1 iz genoma A. pullulans (gen) in sekvenciranega 
zaporedja z začetnim oligonukleotidom Trp13R kolonije 10 (CRISPR-10). Z rumeno barvo je obarvano 
3`-robno zaporedje gena ApTRP1 (sekvencirani del). Z zvezdico so označeni identični nukleotidi. 
Sekvencirano zaporedje navzdol od gena ApTRP1 kolonije 10 je identično zaporedju navzdol od gena 
ApTRP1 iz genomske DNA.  
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Slika 34: Primerjava zaporedij gena TRP1 iz genoma A. pullulans (gen) in sekvenciranega zaporedja z 
začetnim oligonukleotidom Trp15F kolonije 10 (CRISPR-10). Z rumeno barvo je obarvano 5`-robno 
zaporedje gena ApTRP1 (sekvencirani del), s sivo je označen protovmesnik in z zeleno kodirajoča regija 
gena ApTRP1. Z zvezdico so označeni identični nukleotidi. Sekvencirano zaporedje gena kolonije 10 je 
enako zaporedju gena ApTRP1 iz genomske DNA.  
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5 Razprava 
S tehnologijo CRISPR-Cas9, razvito za uporabo v filamentoznih glivah, smo ţeleli 
pripraviti triptofanski avksotrofni sev Aureobasidium pullulans. Uspešno smo načrtali 
in sestavili vse konstrukte potrebne za prekinitev gena ApTRP1 s tehnologijo CRISPR-
Cas9. S kloniranjem USER smo iz regij A, B in plazmida pFC332 sestavili plazmid 
CRISPR-Cas9. Sestavili smo tudi bleomicinsko kaseto s 5`- in 3`-robnima zaporedjema, 
ki se s homologno rekombinacijo vgradi v genom organizma, po cepitvi specifičnega 
zaporedja s Cas9. Plazmid CRISPR-Cas9 in kaseto z zapisom za odpornost proti 
bleomicinu z robnima zaporedjema gena ApTRP1 smo v celice Aureobasidium 
pullulans EXF-150 vnesli z elektroporacijo. Preizkusili smo štiri različne priprave celic 
na elektroporacijo. Med najmanj primerne spada priprava protoplastov, saj 
elektroporacijo preţivi le manjši deleţ protoplastiranih celic. Transformacija je bila 
uspešna po predhodni obdelavi celic z litijevim acetatom oz. pufrom A.  
Po elektroporaciji celic obdelanih z litijevim acetatom so transformante zrasle na 
selekcijskem gojišču s higromicinom, ne pa tudi na gojišču s higromicinom ter 
zeocinom. Transformante iz agarne plošče s higromicinom smo v nadaljevanju precepili 
na selekcijsko gojišče z zeocinom, kjer smo opazili rast vseh precepljenih kolonij. 
Pričakovali smo, da na plošči ne bo rasti, saj po transformaciji na gojišču s 
higromicinom in zeocinom ni bilo transformant. Po elektroporaciji celic obdelanih s 
pufrom A so transformante zrasle na selekcijskem gojišču s 5-FAA, rasti na gojišču s 
higromicinom, zeocinom in 5-FAA ni bilo. Transformante smo v nadaljevanju iz 
gojišča s 5-FAA precepil na agarne plošče s higromicinom, zeocinom in 5-FAA. Na tem 
selekcijskem gojišču so kolonije rasle. Prav tako kot po elektroporaciji celic obdelanih z 
litijevim acetatom, tudi v primeru obdelave celic s pufrom pri neposrednem nanosu na 
plošče z zeocinom elektroporirane celice ne rastejo. Rast se na selekcijskem gojišču z 
zeocinom oz. higromicinom, zeocinom in 5-FAA pojavi, ko kolonije precepimo z 
agarne plošče brez zeocina. Sklepamo lahko, da je bil regeneracijski čas po 
elektroporaciji prekratek in si celice še niso popolnoma opomogle. Celice bi potrebovale 
daljši čas regeneracije, da si opomorejo in sintetizirajo protein Shbleo, ki jim omogoči 
preţivetje v prisotnosti zeocina. Uspešnejšo regeneracijo in rast ob prisotnosti zeocina 
bi mogoče zagotovili z ustreznejšim promotorjem, ki nadzoruje izraţanje proteina 
Shbleo. Uporabe promotorja gena trpC iz A. nidullans v A. pullulans do sedaj nismo 
zasledili. Slednjega bi lahko nadomestili s promotorjem gena gpdA iz A. nidulans. 
Njegovo delovanje v A. pullulans so potrdili Feng J. in sodelavci [21], ki so v A. 
pullulans uspešno izrazili piruvat karboksilazo. 
Rast transformant smo preverjali na selektivnem gojišču s higromicinom, zeocinom in 
5-FAA, fenotipe mutant smo preverjali tudi na gojišču brez triptofana, genotipe pa z 
reakcijo PCR. Z rastjo kolonij na gojišču s higromicinom, zeocinom in 5-FAA smo 
potrdili vnos plazmida CRISPR-Cas9, bleomicinske kasete in prekinjen gen ApTRP1. 
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Zrasle kolonije smo precepili na gojišče YNB brez triptofana. Vse kolonije so kljub 
rasti na gojišču s 5-FAA, rasle tudi na gojišču brez triptofana. Rast na selekcijskem 
gojišču dokazuje izbris gena, rast na gojišču brez triptofana pa prisotnost gena in 
produkta sintezne poti. Vzrok neskladnih rezultatov ni znan. Predvidevamo, da A. 
pullulans lahko raste na gojišču YNB brez triptofana, zaradi oligotrofnih lastnosti. 
Zaključimo lahko, da uporaba gojišča YNB brez triptofana ni primerna za določevanje 
avksotrofnih sevov A. pullulans. 
Ker se rezultati niso ujemali, smo z reakcijo PCR in sekvenciranjem pomnoţenih 
fragmentov preverili prisotnost gena ApTRP1 ter njegovo nukleotidno zaporedje. Pri 8 
kolonijah smo pomnoţili fragmente, ki ustreza dolţini gena ApTRP1, pri 2 kolonijah 
smo dobili pomnoţek značilen za gen ApTRP1 in pomnoţek v velikosti bleomicinske 
kasete z robnima regijama. Sklepamo, da je posamezen vzorec mešanica glivnih 
transformant. Del transformant ima, del pa nima vgrajene bleomicinske kasete. V tem 
primeru dobimo pomnoţek značilen za divji in mutantni tip (slika 30; vzorca 8a in 9a). 
Pri enem vzorcu pa je dolţina pomnoţka ustrezala izbrisu celotnega gena (slika 30; 
vzorec 5a). Pri nobenem vzorcu nismo pomnoţili samo fragmenta, ki ustreza velikosti 
bleomicinske kasete z robnima regijama. Kljub temu, da nismo dobili pomnoţka 
pripadajočega bleomicinski kaseti, kolonije rastejo na gojišču z zeocinom. Sklepamo 
lahko, da se je bleomicinska kaseta nespecifično vgradila v genom. Sekvencirali smo 
pomnoţek kolonije 10. Potrdili smo, da gena ApTRP1 nismo uspeli prekiniti. Na mestu 
delovanja nukleaze Cas9 ni nobene točkovne mutacije, ki bi povzročila prekinitev gena. 
Reakcija PCR pri ostalih vzorcih ni uspela. Najverjetnejši vzrok za neuspelo reakcijo 
PCR so inhibitorji, ki smo jih v reakcijsko mešanico vnesli z lizatom. Slednji zavirajo 
delovanje DNA-polimeraze. Da bi se izognili teţavam s pomnoţevanjem, bi kot 
matrično DNA uporabili genomsko DNA, izolirano iz posameznih transformant. 
Ker na mestu cepitve Cas9 nismo identificirali mutacij, smo podvomili v izraţanje in 
aktivnost nukleaze. Transformante so vsebovale plazmid z zapisom za Cas9, saj so rasle 
na gojišču s higromicinom. Kodon endonukleaze Cas9 je bil optimiziran za izraţanje v 
A. niger, zato ni bil optimalen za izraţanje v A. pullulans [41]. Da bi bilo prevajanje in 
zvitje proteina uspešnejše, bi morali optimizirati rabo kodona proteina Cas9 in jedrnega 
lokalizacijskega signala. Izraţanje nukleaze Cas9 je pod kontrolo promotorja gena tef1 
iz A. nidulans. Nismo zasledili podatkov o delovanju promotorja v A. pullulans. 
Ključno je tudi prepisovanje regije s sgRNA. Prepisovanje je pod kontrolo promotorja 
gena gpdA iz A. nidulans, ki dokazano deluje v A. pullulans [21]. 
Uspešnost transformacije smo ţeleli izboljšati z dodatkom enoveriţne nosilne DNA. 
Število transformant se ni izrazito povečalo pri vzorcu z dodano enoveriţno nosilno 
DNA. Sklepamo, da dodatek bistveno ne vpliva na uspešnost transformacije. Glede na 
raziskave, je uspešnost transformacije A. pullulans odvisna od količine vnesene DNA. 
Ker se plazmid CRISPR-Cas9 lahko avtonomno pomnoţuje v A. pullulans, je 
pomembno koliko bleomicinske kasete z robnima regijama vnesemo v celico. 
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Optimalna količina vnesene DNA je 10 µg. Pri tej količini je učinkovitost 
transformacije najvišja, kar pomeni največje število transformant na µg vnesene DNA 
[45]. Pri vsaki transformaciji smo v celice vnesli pribliţno 1,5 µg bleomicinske kasete z 
robnima regijama, kar je bistveno manj od optimalne količine. Glede na podatke iz 
literature menimo, da smo za uspešno transformacijo vnesli premajhno količino DNA. 
V naslednjih poskusih bi izolirali večje količine plazmida in ga skoncentrirali do 
ustreznejših koncentracij. 
Nismo uspeli dokazati prekinitve gena ApTRP1. Kljub uspešni uporabi sistema na 
različnih vrstah filamentoznih gliv, ustreznost sistema za A. pullulans nismo mogli 
potrditi. Hipoteze trenutno ne moremo potrditi, hkrati pa še ne dokončno ovreči.
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6 Zaključek 
S tehnologijo CRISPR-Cas9, razvito za uporabo v filamentoznih glivah, smo ţeleli 
pripraviti triptofanski avksotrofni sev Aureobasidium pullulans. Uspešno smo načrtali 
in sestavili vse konstrukte, potrebne za prekinitev gena ApTRP1 s tehnologijo CRISPR-
Cas9. Sestavili smo tudi bleomicinsko kaseto s  5`- in 3`-robnima zaporedjema gena 
ApTRP1, ki se vgradi v genom organizma, po cepitvi tarčnega zaporedja s Cas9. 
Plazmid CRISPR-Cas9 in kaseto z zapisom za odpornost proti bleomicinu z robnima 
zaporedjema gena ApTRP1 smo v celice Aureobasidium pullulans EXF-150 vnesli z 
elektroporacijo. Transformacija je bila uspešna po predhodni obdelavi celic z litijevim 
acetatom ali pufrom A. Z rastjo kolonij na gojišču s higromicinom, zeocinom in 5-FAA 
smo potrdili vnos plazmida CRISPR-Cas9, bleomicinske kasete in prekinjen gen 
ApTRP1. Pri primerjavi rasti na gojišču s triptofanom in brez njega nismo opazili 
razlike, prav tako reakcija PCR ni podala nedvoumnih rezultatov.  
Zagotovo lahko trdimo, da kolonija 10 nima izbitega gena ApTRP1 in ni avksotrofni sev 
A. pullulans. Da bi se popolnoma prepričali, katere kolonije imajo izbit gen ApTRP1, bi 
morali ponoviti PCR in dobljene pomnoţke sekvencirati. Tako bi tudi ugotovili ali je 
prišlo do vgradnje bleomicinske kasete na mestu gena ApTRP1 ali zgolj do točkovnih 
mutacij v tem delu zaporedja.  
Prekinitve gena ApTRP1 nismo dokazali z vsemi tremi pristopi. Posledično nismo 
uspeli potrditi ustreznosti sistema CRISPR-Cas9, ki je bil razvit za različne vrste 
filamentoznih gliv, za uporabo v A. pullulans. Hipoteze, zaradi neskladnih rezultatov, 
ne moremo potrditi, niti ne dokončno ovreči. 
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